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ISommaire
Les antihypertenseurs ont non seulement le pouvoir de réduire la pression artérielle mais
aussi de corriger les altérations maladaptées de la structure cardiovasculaire. Ces agents
peuvent normaliser l’hypertrophie qui représente une condition pathologique de
l’hypertension. Notre laboratoire a été le premier à démontrer que les inhibiteurs de la voie
de l’angiotensine stimulent l’apoptose durant la phase précoce de la régression de
l’hypertrophie cardiovasculaire chez le SHR indépendamment de la régulation de la
pression. L’objectif général de cette thèse consiste à évaluer les sous-types cellulaires
impliqués dans cette réponse apoptotique ainsi que la contribution des récepteurs à
l’angiotensine et la correction de la dysfonction endothéliale. Nous avons démontré que les
antagonistes AT1 et les inhibiteurs de l’enzyme de conversion de l’angiotensine (iECA)
renversent l’hyperplasie des non-cardiomyocytes par apoptose sélective des fibroblastes
interstitiels et stimulent l’apoptose des cellules mésothéliales de l’épicarde au cours de la
régression de l’hypertrophie cardiaque. Cependant, l’apoptose est induite plus tôt avec
l’antagoniste AT1 (à 1 semaine) qu’avec l’ïECA (à 2 semaines) suggérant l’implication de
mécanismes distincts. Nous avons démontré l’implication du récepteur pro-apoptotique
AT2 dans la réponse apoptotique sélective pour les cardiocytes durant le traitement avec
l’antagoniste AT1 mais non avec l’iECA. D’autre part, considérant l’association entre
l’augmentation de l’activité fonctionnelle de l’endothélium et la régression de
l’hypertrophie, nous avons démontré une implication de la correction de la dysfonction
endothéliale ainsi que son effet synergique dans l’induction de l’apoptose des cellules du
muscle lisse de l’aorte lors du traitement avec les iECA. L’hyperplasie cellulaire associée à
la pathophysiologie de l’hypertension apparaît dorénavant réversible grâce à la découverte
de l’apoptose cellule-spécifique suite au traitement in vivo avec les inhibiteurs de la voie de
Ï’angiotensine. L’élucidation des voies moléculaires impliquées et la démonstration d’un
effet potentialisateur pro-apoptotique de la restauration de la fonction endothéliale permet
l’avancement des connaissances dans le traitement des maladies cardiovasculaires.
Mots clés s Apoptose, dysfonction endothéliale, récepteurs (AT1 et AT2) de l’angiotensine
II, inhibiteurs de l’enzyme de conversion de l’angiotensine, antagonistes AT1, remodelage
cardiovasculaire, hypertrophie, hypertension artérielle.
II
Summary
In addition to high blood pressure reduction, antihypertensive drugs possess the ability to
correct pathological alterations in cardiovascular structure. Our laboratory was the first to
demonstrate that angiotensin pathway inhibitors stimulate apoptosis during the onset of
cardiovascular hypertrophy regression in the SHR, independently of blood pressure
normalization. The main objective of this thesis is to study the celi selectivity of this
apoptotic response, to evaluate the contribution of angiotensin receptors subtypes and the
restoration of endothelial function in this effect. We demonstrated that angiotensin AT1
receptor antagonists and angiotensin converting enzyme (ACE) inhibitors are equipotent in
reversing non-cardiomyocyte hyperpiasia by selectively inducing apoptosis in interstitial
fibroblasts, as well as increasing apoptosis in epicardial mesothelial celis during the
regression of cardiac hypertrophy. However, AT1 antagonists stimulate these effects
significantly earlier (at 1 week) than ACE inhibitors (at 2 weeks) suggesting the
implication of distinct mechanisms. We demonstrated the implication of the pro-apoptotic
AT2 receptor in the cardiocyte-selective apoptotic response during AT1 receptor antagonist
treatment but not during ACE inhibition. Considering the causality between the increase in
endothelial functionality and the regression of hypertrophy, we demonstrated the
implication of the correction of endothelial dysfunction as well as ïts synergistic action on
smooth muscle celi apoptosis induction in the SRR aorta during ACE inhibitor treatment.
Cellular hyperpiasia associated with hypertensive pathophysiology can no longer be
considered as an ineversible process due to the discovery of celi type-selective apoptosis
stimulation during in vivo angiotensin pathway inhibitor treatment. Defining the molecular
pathways implicated and the demonstration of a potentiated pro-apoptotic effect following
restoration of endothelial function may have important implications in cardiovascular
disease intervention.
Keywords: Apoptosis, endothelial dysfunction, angiotensin II (AI1 and AI2) receptor
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1CHAPITRE 1
INTRODUCTION
La première partie de l’introduction fera un survol de l’hypertension artérielle, les
données cliniques et épidémiologiques, les principaux mécanismes de contrôle de
la pression, la pathophysiologie, la pharmacologie ainsi que les modèles
expérimentaux. La seconde section abordera le remodelage cardiovasculaire
associé à l’hypertension artérielle ainsi que la pharmacologie du remodelage
thérapeutique. La troisième section sera concentrée sur les aspects cellulaires et
sous-cellulaires du système rénine-angiotensine. Finalement, un survol du
processus apoptotique ainsi que son potentiel thérapeutique dans l’hypertension
sera fait avant d’aborder les résultats et la discussion générale de la thèse.
1.1. HYPERTENSION ARTÉRIELLE
En 1896, pour la première fois Riva-Rocci décrivait un brassard pneumatique
permettant la mesure brachiale de la pression sanguine à l’aide d’un stéthoscope.
Cette percée technologique a depuis permis d’identifier l’hypertension en tant que
facteur de risque en y associant les changements cardiovasculaires morbides
observés.
Aujourd’hui avec les énormes efforts investis en recherche pharmaceutique,
clinique et fondamentale, le développement de nouvelles approches scientifiques
et les démarches innovatrices au laboratoire, l’objectif ultime est convoité le
contrôle de l’hypertension, la correction des dommages aux organes-cibles et
l’élimination des conséquences fatales de la morbidité.
1.11. Données cliniques et épidémiologiques
L’hypertension artérielle est définie comme une tension artérielle (systolique
et/ou diastolique) supérieure à 140 / 90 mmHg. Cette élévation de la pression
sanguine est perçue par l’augmentation du tonus vasculaire périphérique, menant
à la résistance artériolaire et à la réduction de la capacitance des veinules.
L’hypertension entraîne des dommages aux organes vitaux qui sont soumis en
permanence à cette élévation chronique de la pression. Elle représente un facteur
de risque majeur pour le développement des maladies vasculaires, cardiaques,
cérébrales et rénales.’
L’hypertension et les maladies cardiovasculaires connexes représentent un
fardeau global. La maladie cardiaque ischémique et les troubles cardiovasculaïres
se positionnent en quatrième et cinquième position respectivement parmi les dix
principales causes de mortalité à l’échelle mondiale. Au Canada, le pourcentage
de décès dus aux maladies cardiovasculaires augmente avec l’age et après 50 ans,
ce type de décès excède les 50% de la mortalité totale. Les coûts qu’entraînent ces
maladies au niveau du système de la santé sont énormes, avec des chiffres
excédant les 20 milliards de dollars à l’an 2000. Pourtant, le contrôle de la tension
artérielle est loin d’être optimal, car parmi les 5 millions de personnes souffrant
d’hypertension au Canada, moins de 16% sont adéquatement contrôlées.2’3
Bien que l’hypertension pourrait être secondaire à diverses conditions, par
exemple : débalancement endocrinien (e.g. syndrome de Cushing), tumeur (e.g.
phéochromocytome), occlusion ischémique rénovasculaire, grossesse et apnée du
sommeil obstructive, plus de 90% des patients souffrent d’hypertension
essentielle; une pathologie d’étiologie multifactorielle fortement associée à une
composante génétique affectant les mécanismes régulateurs de la pression
sanguine.
31.1.2. Mécanismes de contrôle de la pression
Avant d’aborder l’hypertension, un survol des mécanismes régulant la pression
sanguine est approprié. Les trois paliers de régulation sont le contrôle
hémodynamique, l’activité du système nerveux central et autonome et la
régulation humorale.
1.1.2.1. Hémodynamie
Les déterminants majeurs de la pression sanguine sont le débit cardiaque et la
résistance périphérique totale. Une disproportion entre le volume sanguin pompé
(débit cardiaque) et le diamètre total des artères et artérioles (résistance totale
périphérique) engendrent une augmentation de la pression artérielle systémique
au-delà du seuil de la normale. Quoique secondaire, la viscosité du sang est un
déterminant de la pression étant donné que son augmentation pourrait réduire la
vélocité du flot contribuant ainsi à augmenter la pression.
1.1.2.2. Système nerveux central et autonome
Le système nerveux central ($NC) joue un rôle important dans la régulation de la
pression artérielle. En contrôlant l’activité du système nerveux autonome (SNA)
périphérique et le relâchement d’hormones, le SNC modifie de façon aigu la
pression artérielle facilitant l’homéostasie cardiovasculaire et la réponse
appropriée à l’environnement. Les mécanismes neuronaux médiés par le système
nerveux sympathique (SNS) et parasympathique répondent rapidement aux
changements métaboliques avec des réponses de courte durée. D’autre part, les
réponses aux mécanismes humoraux médiés par les hormones circulantes et les
substances vasoactives produites localement telles l’angiotensine II, la
vasopressine, l’endothéline peuvent avoir lieu en quelques minutes avec une
action pouvant durer plusieurs jours.
La modulation baroréflexe du système cardïovasculaire a pour fonction de
maintenir la pression artérielle dans les limites normales. Une élévation soudaine
4de la pression activera les barorécepteurs vasculaires et cardiaques qui
transmettront au tronc cérébral cette information dont l’intégration déterminera
une réponse inhibitrice sur l’activité des fibres du SN$ permettant le
rétablissement de la pression. D’autre part, une chute de pression produira l’effet
opposé via l’activation des fibres du SNS périphériques. Dans des conditions
normales, l’homéostasie de la pression artérielle est maintenue par le
fonctionnement harmonieux de ces voies réflexes. Cependant, sous l’influence de
l’hypertension artérielle soutenue, le seuil d’activation de la voie réflexe se
recalibre à un niveau de pression plus élevée ayant pour conséquence le maintien
de la haute pression.4
Le SNS peut moduler le système cardiovasculaire en stimulant la
médullosurrénale à sécréter les catécholamines, qui elles à leur tour se lient aux
récepteurs adrénergiques distribués dans tissus cardiovasculaires et modulent des
réponses variées. Plusieurs observations ont démontré que l’augmentation
chronique de l’activité sympathique engendre l’hypertension5 et qu’en revanche
dans presque toutes les formes d’hypertension humaine et expérimentale,
l’activité sympathique est élevée. Ainsi, la contribution importante des
catécholamines dans la régulation de la pression artérielle à été démontré à
maintes reprises. Il reste à savoir quels sont les médiateurs qui assurent
l’induction et le maintien des changements chroniques de l’activité sympathique.
Un des signaux candidats est l’angiotensine II (Angil) dérivé du système rénine
angiotensine (SRA).
En fait, le SNA forme des interactions multiples avec le $RA. Au niveau de la
périphérie, l’interaction entre les deux systèmes est réciproque puisque d’une part,
le SN$ stimule la sécrétion de la rénine des cellules juxtaglomérulaires des
artérioles afférentes rénales via l’activation des récepteurs f3-adrénergiques, alors
que d’autre part, la libération de la noradrénaline des terminaisons nerveuses
5sympathiques est facilitée par l’activation des récepteurs présynaptiques AT1 de
l’AngII. Plusieurs études dans les modèles expérimentaux ainsi que chez les
patients hypertendus ont démontré l’efficacité antihypertensive des bloqueurs du
SRA ainsi que leur capacité à restaurer l’hyperactivité sympathique.
1.1.2.3. Facteurs humoraux
L’ensemble des travaux supporte le concept que l’hypertension essentielle ou
secondaire est liée à une inadaptation du contrôle de facteurs humoraux. La
régulation humorale de la circulation est définie par le contrôle de la pression due
aux substances sécrétées dans l’organisme tels les hormones. Certaines de ces
substances sont formées par des glandes spécialisées et transportées par la
circulation systémique tandis que d’autres sont produites localement et sont
responsables des effets tissulaires locales de la régulation de la pression. Parmis
ces facteurs humoraux nous avons des agents vasodilatateurs tels la sérotonine,
l’histamine, les prostaglandines, les peptides natriurétiques, la bradykinine et
d’autre part, nous avons des agents vasoconstricteurs tels l’épinephrine, la
norépinephrine, la vasopressine, 1’ endothéline, 1’ aldostérone et I’ angiotensine.
L’activation de certains facteurs humoraux dans l’hypertension peut être
considéré bénéfique, par exemple dans le cas du peptide natriurétique de
l’oreillette (ANP « atrial natriuretic peptide ») dont l’action s’oppose à la
vasoconstriction, la rétention du sodium et au stimuli hypertrophique
cardiovasculaire, tandis que d’autres facteurs notamment Ï’AngII dérivé du $RA
joue un rôle primaire dans le développement de l’hypertension, participant
directement dans la pathogénie et ses complications via des effets opposés (voir
section 1.3.3.). Dans le but de concentrer l’introduction sur le modèle utilisé dans
la présente thèse, des différents facteurs humoraux associés à l’hypertension
artérielle, nous aborderont l’AngII dérivé du SRA et l’endothéline.
61.1.2.3.1. Système rénine-angiotensine
Le SRA est décrit classiquement comme étant un système endocrinien où les
peptides sont synthétisés en cascade dans la circulation systémique.6 Par ailleurs,
la recherche sur le SRA au cours des vingt dernières a mis en évidence l’existence
de SRA locaux au niveau de certains tissus. Au début de cette cascade, la rénine,
une aspartyl protéase synthétisée par le rein, clive dans la circulation une a2-
globuline produite par le foie nommé angiotensinogène. Cette réaction produit le
décapeptide l’angiotensine I (AngI) qui est ensuite clivée par l’enzyme de
conversion de l’angiotensine I (ECA) ; une protéase principalement d’origine
endothéliale se retrouvant en grande quantité dans les poumons et aussi connu
sous le nom de kininase II responsable de la dégradation du peptide
biologiquement actif la bradykinine (BK). L’action de l’ECA sur J’AngI produit
l’octapeptide actif l’AngII qui est transporté aux tissus périphériques par la
circulation et médie la majeure partie de ses actions principalement par
l’entremise de son récepteur AT1. Ensuite, l’AngII est rapidement dégradé en
Anglil, AngIV, Ang(1-7) et Ang(3-8) par des protéases circulantes ou tissulaires
nommées angiotensinases. Cette cascade ainsi que ses médiateurs est illustrée
dans la Figure i.
La fonction primaire du SRA est de maintenir la perfusion lorsque la circulation
est compromise par une déplétion du volume sanguin ou un stress hypotenseur.8
Ainsi, l’AngII médie des effets inducteurs sur l’augmentation de la pression
artérielle telle que la vasoconstriction, la régulation à la hausse du tonus
sympathique et la sécrétion de l’aldostérone de la zone gloméruleuse des
surrénales produisant ainsi la rétention du sodium au niveau des tubules distaux et
collecteurs du rein.
L’importance de SRA va au-delà de la régulation de la pression sanguine et inclut
l’homéostasie structurale cardiovasculaire, un phénomène qui est illustré par la
7valeur thérapeutique des inhibiteurs de ce système notamment les inhibiteurs de
l’ECA et les antagonistes des récepteurs de l’AngII. Les rôles du SRA et de
















Une autre hormone avec une implication importante dans le contrôle de la
pression artérielle est l’endothéline (ET). Ce peptide existe sous trois isoformes
(ET-1, ET-2 et ET-3) et c’est l’isoforme ET-1 qui est importante dans la biologie









Figure 1: Schéma du système rénine-angiotensine. Adapté de Timmermans et al.
$enzymes de conversion sur sa pro-hormone.94° ET-1 est un vasoconstricteur
puissant qui médie ses effets via ses récepteurs ET-A et ET-B situés au niveau des
cellules du muscle lisse (CML). Par contre, elle peut aussi produire des effets
vasodilatateurs via ses récepteurs endothéliaux ET-B.11’12 De plus, ET-1 médie
des effets positifs sur la croissance et la migration cellulaire.’2
Les contrôles effectués par les divers facteurs humoraux sur la pression sanguine
sont rarement des phénomènes dissociables. En effet, ET-1 forme des interactions
complexes avec le SRA. Les actions mitogéniques de ET-1 sont abolies par les
inhibiteurs de la voie de l’AngII13 tandis que les actions trophiques de Ï’AngII
sont atténuées par le blocage des récepteurs ET-A.’4 De plus, Angil stimule la
production endothéliale de ET-1 qui elle à son tour peut augmenter la production
d’AngII15 Ce processus d’amplification pourrait contribuer à augmenter les
changements de contractilité et de remodelage vasculaire dans l’hypertension.16
L’importance potentielle de ET-1 dans l’hypertension humaine est corroborée par
la réduction de la pression artérielle avec des antagonistes de ses récepteurs.’7”8
Les recherches sur les systèmes neuro-humoraux sont à la base du développement
de nos traitements pharmacologiques modernes pour l’hypertension. Nos
traitements antagonisent les voies de signalisation empruntés par ces facteurs ou
renversent directement les conséquences délétères de la stimulation humorale
mésadaptée.
1.1.3. Pathophysiologie de l’hypertension artérielle
L’hypertension essentielle humaine est un désordre d’origine multifactorielle avec
des composantes à la fois génétiques et environnementales affectant les
mécanismes régulateurs de la pression sanguine.
9Parmi les divers facteurs génétiques prédisposant à la maladie, on retrouve
l’histoire familiale d’hypertension, le sexe, l’âge et la race. En effet, chez les
caucasiens, la prévalence de l’hypertension essentielle est plus élevée chez les
hommes que chez les femmes avant l’âge de 50 ans.’9 Par ailleurs, on retrouve
une prévalence plus élevée d’hommes de race noire que d’hommes caucasiens
souffrant d’hypertension essentielle et dans cette même population noire, la
prévalence d’hypertension est plus élevée chez les femmes et ce dès l’âge de 18
an20
De nombreux polymorphismes génétiques sont impliqués dans l’hypertension
essentielle. Par exemple, les polymorphismes du métabolisme des stéroïdes sont
impliqués dans létiologie de l’hypertension cependant celles-ci ont une faible
prévalence (<1%). Des différents gènes candidats humains, ceux qui codent pour
les composantes du SRA sont considérés comme étant les candidats les plus
plausibles puisque le produit clé du système, l’AngII, est considéré avoir des
effets dominants sur la pression artérielle, la modulation de l’hypertrophie
cardiaque et sur les lésions athérosclérostiques coronariennes.2’ L’étude des
polymorphismes des gènes codant pour les composantes du SRA contribue à
déterminer la façon avec laquelle ces polymorphismes génétiques peuvent
influencer le développement des maladies cardiovasculaires, interagir avec
différents facteurs de risque environnementaux et moduler la réponse des patients
à la thérapie.
Plusieurs polymorphismes affectant à la fois le SRA circulant et tissulaire ont été
rapportés depuis 1992. Certains de ces polymorphismes peuvent augmenter les
produits des gènes tels que ceux de la rénine,22 l’angiotensinogène23 et
l’ECA2426 qui sont susceptibles d’augmenter l’activité du SRA. D’autre part, les
polymorphismes du gène du récepteur AT1 de l’AngII causent une augmentation
de la réponse du récepteur au ligand. Parmi les polymorphismes génétiques du
10
SRA, certains démontrent une association positive avec des pathologies ou des
variations dans la réponse phannacologique alors que d’autres polymorphismes
ne semblent pas y être associés. L’association positive des polymorphismes
génétiques du SRA avec différentes pathologies du système cardiovasculaires
représente un outil potentiel pour l’approche individuelle dans la prévention des
maladies cardiovasculaires et dans le choix de la pharmacothérapie.
D’autre part, diverses études épidémiologiques ont démontré que les facteurs
environnementaux tel le stress, la diète élevée en sodium, l’obésité, la
consommation d’alcool, le tabagisme et le niveau socioéconomique des individus
représentent des facteurs prédisposant à la haute tension artérielle. L’hypertension
artérielle a une prévalence plus élevée et actuellement en croissance dans les
sociétés industrialisées.27 Contrairement à ces pays, les populations des pays non-
industrialisés affichent une pression sanguine plus basse et qui n’augmente pas
obligatoirement avec l’âge. La cause de cette observation étant complexe et pas
bien comprise, la diète et les variables psychosociales reliées au style de vie sont à
considérer, d’autant plus à cause de l’existence d’une association entre
l’augmentation de la pression sanguine et la migration d’une population du milieu
rural en milieu urbain.
La stratification de la prévalence de l’hypertension essentielle due aux différents
déterminants (génétiques, environnementales, autres) démontre la nécessité d’une
approche diversifiée dans la thérapie.
1.1.4. Complications associées à l’hypertension artérielle
La régulation de la pression sanguine représente une fonction physiologique
excessivement complexe qui dépend de l’intégration de plusieurs fonctions
cardiovasculaires, rénales, neurologiques et endocriniennes. Quoique
l’hypertension est avant tout un désordre de la régulation de la pression sanguine,
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les patients sont souvent asymptomatiques au stade initial. Cependant, le
diagnostic précoce de l’hypertension est d’une très grande importance clinique car
l’augmentation chronique de la pression produit des effets délétères au niveau des
organes cibles tel le coeur et les reins et exacerbe les facteurs de risques pour les
pathologies vasculaires comme la dysfonction endothéliale.
1.1.4.1. Dommage aux organes cibles
Plusieurs études expérimentales et cliniques ont démontré qu’une pression
artérielle élevée soutenue cause des dommages aux organes cibles de
l’hypertension en modulant leur structure et fonction. Parmi les pathologies
engendrées, on note la maladie coronarienne, les accidents vasculaires-cérébrales
(AVC), la pathologie rénale, l’infarctus du myocarde, la dysfonction ventriculaire
systolique/diastolique, la sténose des artères périphériques et de la carotide, la
rétinopathie et les anévrismes. La majorité des complications cardiovasculaires de
l’hypertension proviennent des mécanismes de compensation que provoque la
pression sanguine élevée i.e. hypertrophie vasculaire et ventriculaire, ou de la
contribution qu’elle apporte aux dommages vasculaires, la dysfonction
endothéliale, l’athérosclérose, la néphrosclérose etc.
1.1.4.2. Dysfonction endothéliale
Il existe un certain nombre de facteurs qui peuvent causer un dommage à
l’endothélium vasculaire et mener à l’athérosclérose tels le cholestérol, le diabète,
l’hypertension, le tabagisme.28 Le terme dysfonction endothétiale à été utilisé
pour décrire plusieurs conditions pathologiques incluant l’altération des propriétés
d’inflammation et de coagulation.29 Cependant, dans la plupart des travaux de la
littérature, ce terme est utilisé pour désigner une dysfonction de la relaxation
endothélium-dépendante dans la paroi vasculaire causée par une perte de la
bioactivité du médiateur vasorelaxant: le monoxyde d’azote (NO). La diminution
de l’activité du NO peut être due:
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1) à une réduction de l’expression de l’enzyme qui la synthétise: la NO
synthase endothéliale (eNOS),30
2) au manque de la biodisponibilité de substrats (L-arginine) ou de co
facteurs essentiels (BH4 : tetrahydrobiopterine),31
3) au manque de la signalisation cellulaire tel qu’une déficience d’activation
de eNOS,32
4) à une dégradation accélérée de NO par les espèces réactives d’oxygène
(ou « reactive oxygen species » ROS), principalement le superoxide.33
Même si le terme dysfonction endothéliale sert avant tout pour décrire la perte de
la fonction vasorelaxante du NO, il est à savoir que l’endothelium dysfonctionnel
produit plus d’eicosanoides constricteurs tels les prostaglandines34 et potentialise
aussi l’effet constricteur du calcium intracellulaire dans les CML.35 Dans tous les
cas, la dysfonction endothéliale représente un facteur de risque pour le contrôle
déficient de la croissance vasculaire, le remodelage pathologique, les évènements
cardiovasculaires36 et une aggravation des dommages d’ischémie/réperfusion,
athérosclérotiques, de resténose, etc.
Il est présentement controversé à savoir si la dysfonction endothéliale est une
anomalie primaire ou une conséquence de la haute pression sanguine. Certains
proposent que l’augmentation des forces hémodynamiques augmente la relâche
des ROS, lesquelles interfèrent avec la synthèse et/ou l’action des médiateurs
dérivés de l’endothélium.37 En fait, l’analyse de résultats obtenus chez différents
modèles expérimentaux d’hypertension génétique suggère qu’un dommage direct
aux cellules endothéliales serait un phénomène secondaire à l’augmentation
prolongée de la tension hémodynamique et du stress du flot laminaire.38 Chez des
patients souffrant d’hypertension secondaire, la dysfonction endothéliale a été
observée même si aucune prédisposition génétique à l’hypertension n’a été
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observée.38 Cependant, chez la progéniture normotensive de parents hypertendus,
une altération précoce à la vasodilatation endothélium-dépendante à été noté
suggérant un rôle possible pour la prédisposition génétique à la dysfonction
endothéli ale dans l’hypertension humaine.39 L’ identification de marqueurs
génétiques pour la dysfonction endothéliale est un processus en cours.4°
La relaxation endothélium-dépendante compromise a été associée à une
dégradation du NO par l’action oxydante des ROS dans des modèles
expérimentaux de maladies incluant l’hypertension, le diabète, la défaillance
cardiaque ainsi que dans plusieurs facteurs de risque tels que le tabagisme.41 Les
résultats de ces études ont de plus été confirmés chez l’humain. Enfin, il a été
démontré que les vitamines antioxydants augmentent la vasodilatation
endothélium-dépendante dans l’artère coronaire et la circulation brachiale chez
l’humain.42
1.1.5. Traitement de l’hypertension artérielle
Le principal bénéfice à traiter l’hypertension artérielle consiste à diminuer le
risque de complications cardiovasculaires. Le fait de recourir aux
antihypertenseurs et de diminuer de 5-6 mmHg la tension chez un patient
hypertendu d’âge moyen diminue le risque d’AVC ou d’évènements coronariens
de 42% et 16% respectivement. De plus, les antihypertenseurs utilisés chez les
personnes âgées réduisent la mortalité totale de 20%, la mortalité relié aux causes
cardiovasculaires de 33%, l’incidence d’AVC de 40% et les complications de la
maladie coronarienne de 15%.1
Vu la complexité de l’hypertension artérielle, son origine multifactorielle et sa
polygénicité, il est évident qu’il n’existe pas un traitement unique et universel.
C’est cette même complexité qui a déterminé la multiplicité des traitements.
Parmi ceux-ci nous avons le traitement pharmacologique conventionnel avec des
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médicaments reconnus (et d’autres qui frayent leur chemin sur le marché) ainsi
que le traitement non-pharmacologique, depuis le changement des habitudes de
vie jusqu’ à la thérapie génique.
1.1.5.1. But et approches
Le concept du traitement de l’hypertension artérielle semble être simple et direct:
diminuer la tension artérielle élevée et de ce fait réduire l’incidence des
évènements cardiovasculaires. L’analyse des informations produites par la
multitude d’études cliniques et épidémiologiques démontre que même les formes
relativement non-sévères d’hypertension sont des indices d’évènements
cardiovasculaires et que la réduction de la tension artérielle diminue le risque de
ces incidences. Comme mentionné plus haut, l’hypertension n’est pas uniquement
un problème de haute pression artérielle, c’est aussi un syndrome de
débalancement métabolique et d’anomalies cardiovasculaires.43’44 Des
aberrations dans le métabolisme des lipides, du glucose, de l’insuline, de la
fonction rénale en plus de changements dans la structure des ventricules et des
vaisseaux semblent êtres impliqués45 et sont considérés en clinique.
La prévalence d’évènements cardiaques chez les hypertendus s’explique par la
grande incidence d’anomalies vasculaires qui peuvent êtres d’origine génétique
ou autre. La persistance de la tension artérielle élevée représente un facteur de
risque additionnel qui maintient ou pousse vers un état critique de la morbidité. À
partir de cette prémisse, un traitement optimal avec un bon pronostique à long
terme requiert le traitement d’attributs autres que la haute pression. Idéalement, la
thérapie antihypertensive devrait être anti-croissance ou avoir d’autres propriétés
(e.g. stimuler l’apoptose dans certaines cellules (voir section 5.2.1.), rétablir la
fonction endothéliale) qui pourraient inhiber les changements cardiovasculaires
telle l’hypertrophie et l’hyperplasie cellulaire en plus du développement de



















pression est nécessairement le but premier dans le traitement de l’hypertension et
des complications immédiates, les buts intermédiaires et à long terme devraient
inévitablement être la correction du remodelage cardiovasculaire (section 1.2.3.).
1.1.5.2. Traitement pharmacologique
Les agents pharmacologiques produisent leur effet en interférant avec les
mécanismes de régulation de la pression sanguine. Une classification utile de ces























Figure 2 : Sites d’action des classes majeures d’agents antihypertenseurs.
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1.1.5.2.1. Classes d’agents antihypertenseurs
Les antihypertenseurs à action centrale ont été parmi les premiers médicaments
introduits sur le marché. Ils atténuent l’activité du SNC responsable du maintien
du débit sanguin, du tonus artériel et du volume de fluides corporels. Clonidine et
u-méthyldopa agissent au niveau du centre vasomoteur, tandis que la réserpine
agit au niveau des terminaisons nerveuses sympathiques.
Les diurétiques sont subdivisés en trois catégories : les thiazides (e.g.
chlorthalidone), les diurétiques de l’anse (e.g. furosémide) et les diurétiques
épargneur de potassium (e.g. spironolactone). Ils agissent au niveau des tubules
rénaux pour augmenter l’excrétion de sodium et d’urine.46’47 La déplétion
volumique, la réduction de la résistance totale périphérique et la diminution de la
pression artérielle suivent une séquence déterminée durant un traitement
chronique aux diurétiques.48
Les antagonistes adrénergiques sont sélectifs soit pour les adrénorécepteurs x qui
médient principalement les fonctions excitatrices des catécholamines, soit pour les
adrénorécepteurs f3 qui médient les fonctions inhibitrices (à l’exception du coeur
où f3 est excitateur). En plus de diminuer la pression sanguine, les f3-bloqueurs
sont considérés comme traitement de première ligne pour les patients anguleux,
souffrant de cardiomyopathie, de défaillance cardiaque,4951 et réduisent la
mortalité chez des patients ayant survécu à un infarctus.5254 Les f3-bloqueurs
classiques non-sélectifs comme le propranolol et les bloqueurs f31-sélectifs comme
l’aténolol diminuent la pression artérielle par la réduction du débit cardiaque due
à l’inhibition compétitive de l’activité sympathique du noeud sino-atrial. Certains
agents diminuent aussi l’activité de la rénine et baissent la pression chez les
hypertendus avec une haute activité plasmatique de cet enzyme.55 Le mécanisme
d’action des antagonistes Œ-adrénergiques tel le prazocin est l’inhibition des
récepteurs post-synaptique avec une haute sélectivité pour les récepteurs a1,
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diminuant ainsi la pression artérielle par la réduction de la résistance vasculaire
périphérique. Le labetolol indiqué pour le traitement d’urgences hypertensives
inhibe à la fois les récepteurs a et f3 adrénergiques.
Les vasodilatateurs directs diminuent la pression sanguine par la dilatation des
vaisseaux périphériques. Ils peuvent agir soit sur les vaisseaux de résistance, les
grosses artères et les vaisseaux de capacitance (veines). Une action prédominante
sur les vaisseaux de résistance pourrait causer une baisse immédiate de la pression
artérielle. À l’inverse, une relaxation des vaisseaux de capacitance cause une
réduction du retour veineux au coeur et une chute du débit cardiaque associée à
une baisse de la pression.56 L’hydralazine est le seul membre de cette classe
employé souvent comme thérapie de second ou troisième choix.
La plupart des antagonistes calciques agissent en bloquant le canal calcique
voltage dépendant du type L qui représente la voie majeure d’entrée du calcium
dans le muscle lisse vasculaire suite à la dépolarisation. Sur la base de la structure
chimique, trois groupes majeurs d’antagonistes calciques peuvent être distingués:
la classe des phénylalkylamines (e.g. verapamil), des benzothiazépines (e.g.
diltiazem) et des dihydropyridines (e.g. nifedipine). Les effets pharmacologiques
des antagonistes calciques incluent la vasodilatation périphérique et la réduction
de la contractilité du myocarde.57
Les inhibiteurs de l’enzyme de conversion de l’angiotensine I (iECA) réduisent
les niveaux d’AngII circulants ce qui mène à une diminution des effets du peptide
sur le tonus vasculaire,58 l’expansion volumique à travers la rétention sodique via
l’aldostérone et la rétention de fluide via la vasopressine (AVP).59 Un autre
mécanisme à plus long terme des iECA serait l’inhibition des actions trophiques
de l’AngII induisant une régression structurale cardiovasculaire contribuant au
maintien de la réduction de la pression artérielle. De plus, il a été démontré que
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les 1ECA interfèrent avec la transmission sympathique en antagonisant l’action
facilitatrice de l’AngII sur le relâchement des transmetteurs présynaptiques et que
les iECA diminuent la dégradation des kinines dont la bradykinine (BK) ce qui
pourrait potentialiser la vasorelaxation endothélium-dépendante. Captopril est le
prototype des iECA. Son groupement sulfydryl pourrait lui conférer des
propriétés antioxydantes.60’61 Subséquemment, la pro-drogue enalapril un
composé à longue durée d’action a été commercialisé. Les iECA sont
structurellement hétérogène du point de vue de leur groupements, profil
d’absorption, liaison aux protéines, demi-vie, métabolisme et lipophilicité
cependant elles agissent tous de façon similaire quant à leur mécanisme
hypotenseur.
Les antagonistes des récepteurs AT1 de l’AngTI ont été développés suite à des
recherches exhaustives essayant de trouver de nouveaux composés plus sélectifs,
et réduisant les effets secondaires des iECA, comme la toux et l’oedème
pulmonaire dû à la diminution de la dégradation des kinines.62’63 Le premier
agent de cette lignée a été le saralasin qui a du être abandonné à cause de son effet
agoniste partiel et de sa voie d’administration enterale à cause de sa nature
peptidique. Ensuite furent développés les antagonistes non-peptidiques et
oralement actifs dont le chef de fil le losartan a été suivi par le valsartan ; un
diacide structurellement similaire au métabolite actif du losartan, le EXP-3174.
Les antagonistes AT1 inhibent les effets contractiles de l’AngII sur les
préparations de CML vasculaires in vitro, et in vivo elles préviennent ou
renversent tous les effets connus de l’AngII soit les réponses pressives rapides et
lentes, les effets stimulateurs du SNS périphérique, tous les effets du SNC (la soif,
le relâchement de l’AVP, le tonus sympathique), le relâchement des
catécholamines adrénaliens, la sécrétion d’aldostérone et les effets sur la
croissance. De plus, en augmentant les niveaux plasmatiques d’AngII, les
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antagonistes AT1 peuvent êtres responsables d’effets médiés par la stimulation
indirecte des récepteurs AT2 (voir section 1.3.3.).
1.1.5.2.2. Nouvelles classes
Les antagonistes de l’endothéline sont hautement sélectifs soit pour les récepteurs
ET-A ou ET-B. De plus, il existe des agents qui ont une affinité croisée pour les
deux sous types tel le bosentan. Des études expérimentales ont démontré
l’efficacité des antagonistes ET-1 pour la réduction de la pression et la régression
de l’hypertrophie artérielle,64’65 ainsi que fibrose cardiaque penvasculaire chez
le SHR.66 Des études cliniques ont démontré que le bosentan donné à des patients
avec hypertension légère à modérée sur une période d’un mois à une dose
inférieure à celle de l’enalapril représente un traitement bien toléré et aussi
efficace que ceux avec l’iECA. L’évaluation clinique de ces médicaments
permettra de mieux comprendre l’utilité thérapeutique et les implications
pathophysiologiques de l’endothéline dans la maladie humaine, ainsi que son rôle
dans la régulation de la fonction cardiovasculaire.
L’inhibiteur des vasopeptidases inhibe simultanément 2 enzymes clés impliqués
dans le contrôle des fonctions cardiovasculaires l’endopeptidase neuronale
(NEP) et l’ECA. L’inhibition de l’ECA bloque la formation de l’AngII et atténue
ainsi ses propriétés vasoconstrictrices et trophiques en plus de potentialiser ces
effets par la diminution de la dégradation de la BK tel que nous avons décrit ci
haut. D’autre part, l’inhibition de la NEP bloque l’inactivation de plusieurs
peptides régulatrices incluant les peptides natriurétiques. Ceci a pour effet
d’augmenter la vasodilatation, la natriurèse et la cardioprotection via
l’augmentation des niveaux d’ANP et de BK. Le concept de minimiser l’activité
vasoconstrictrice et pro-croissante d’un système en plus de potentialiser
simultanément l’effet vasodilatatrice, antihypertrophique et natriurétique d’un
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autre système est ce qui a encouragé la course au développement de ces
molécules. Omapatrilat représente un exemple typique de cette classe.
1.1.5.2.3. Suppléments
L’acide aminé L-arginine sous l’action de l’enzyme NO synthase (NOS) est
convertie en NO et en citrulline. La pharmacologie clinique entière de la L
arginine a récemment été revue.67 La supplémentation en L-arginine a démontré
des effets bénéfiques sur le système cardiovasculaire en prévenant l’hypertrophie
de la paroi vasculaire dans des coronaires de lapins et en diminuant la formation
néointimale post-angioplastie dans ce même modèle et chez le rat. Il est reconnu
que l’administration de L-arginine améliore les symptômes cliniques de la
maladie coronarienne et de la défaillance cardiaque. La supplémentation orale en
L-arginine réduit la réactivité plaquettaire et améliore la vasodilatation
endothélium-dépendant des coronaires de patients hypercholesterolémiques,68 et
l’infusion intraveineuse diminue la résistance vasculaire périphérique, la pression
artérielle puis améliore le flot sanguin durant ischémie des membres inférieurs.69
La tetrahydrobiopterine (BH1) est un cofacteur indispensable de la NOS. Son
apport exogène corrige la dysfonction endothéliale dans les vaisseaux de rats
hypertendus (SJEW).70’7’ Inversement, l’inhibition de la synthèse de BH4 induit la
dysfonction de NOS dans des vaisseaux isolés de rats normotendus. Plusieurs
études cliniques ont suggéré l’implication importante du BH4 dans l’homéostasie
de l’endothélium.72’73 Des études biochimiques ont démontré que des
concentrations suboptimales du BH4 engendre la production du peroxyde
d’hydrogène par la NOS74 dont la production soutenue induit le stress oxydatif et
des dommages vasculaire.70 Nous aborderons le sujet du stress oxydatif plus en
détail à la section 1.3.4.6.2). De même, de nouvelles données cliniques attestent
de l’implication critique du BH4 dans la dysfonction endothéliale, et il a été
démontré que son administration corrige la fonction endothéliale chez les
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fumeurs. D’autre part, certaines évidences démontrent que le BH4 pourrait agit
comme antioxidant direct. 75,76 La forme active de l’acide folique, le 5-
methyltetrahydrofolate, est un supplément alimentaire qui stimule la
biodisponibilité du BH4 et corrige la fonction endothéliale chez les patients
hypercholestérolemiques.76 Chez les patients souffrant d’hypertension
essentielle, la fonction vasculaire compromise par le stress oxydatif est un facteur
de risque pour le développement de lésions athérosclérotiques ; une des
complications des plus sévères de la tension artérielle. Ainsi, la supplémentation
chronique de folates augmenterait la biodisponibilité du BH476’77 et pourrait
constituer une nouvelle avenue thérapeutique pour le traitement de l’hypertension.
Plusieurs études ont examiné le rôle des antioxydants dans la fonction vasculaire
et dans la prévention des maladies cardiovasculaires, compte tenu que le stress
oxydatif provoqué par la dysfonction endothéliale représente un facteur de risque
majeur pour les complications et la morbidité cardiovasculaire. Des études ont
démontré que l’administration i.v. de l’acide ascorbique (vitamine C) améliore la
vasodilatation chez les patients diabétiques, fumeurs ou hypercholestérolemiques
et chez des patients en défaillance cardiaque. La vitamine C améliore la
vasodilatation endothélium-dépendante chez les patients hypertendus et sa co
administration avec la L-arginine augmente grandement la vasodilatation chez des
patients souffrant de malaises coronariens.69 De plus, l’étude randomisée
Cambridge Heart Antioxidant Study (CHAOS) a démontré qu’une forte dose
d’alpha-tochopherol (vitamine E) réduit significativement l’incidence des décès
due aux évènements cardiovasculaires et diminue les infarctus du myocarde chez
des patients atherosclérotiques versus le traitement placebo.78 Par ailleurs, l’étude
Heart Outcomes Prevention EvaÏuatioiz Study (HOPE) n’a montré aucun effet
marqué de la supplémentation en vitamine E sur les évènements cardiovasculaires
chez des patients à haut risque.79 Une autre étude présentement en cours
(SU.VI.MAX) $upplémentatioiz en Vitamines et Minéraux Antioxydants étudie à
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partir de 12,735 individus suivis l’efficacité de la supplémentation en antioxidants
dans la prévention d’évènements cardiovasculaires.8°
1.1.5.3. Traitement non-pharmacologique
Selon une analyse des données de l’étude de Farmingham, près de 40% des
individus qui sont dans la catégorie de patients avec tension artérielle normale à
élevée évolueraient à court terme vers l’hypertension. Il est donc recommandé
d’assurer une surveillance de la tension artérielle et au besoin entreprendre des
actions non-pharmacologiques
Les interventions non-pharmacologiques (perte de poids, modification des
habitudes alimentaires, régime d’exercice quotidien, cessation de fumer,
diminution de la consommation d’alcool, gestion du stress, etc.) sont
généralement bénéfiques pour réduire une variété de facteurs de risque
cardiovasculaire dont l’hypertension1 et devraient donc être employés en tant que
traitement définitif ou en combinaison avec la thérapie pharmacologique, car
celles-ci peuvent réduire la tension artérielle, par conséquent diminuer la dose
d’agents pharmacologiques requis pour le traitement.8’
1.1.5.4. Thérapie génique
Même avec la multitude de traitements pharmacologiques actuels, la haute
pression artérielle d’une grande proportion de patients n’est pas adéquatement
contrôlée. Ceci est en partie due au fait que tous les médicaments ont une action
de courte durée, ne sont pas hautement spécifiques et présentent des effets
secondaires. De plus, la question de la compliance du patient au traitement
pharmacologique quotidien entre en jeu. La thérapie génique offre la possibilité
de produire des effets thérapeutiques à long terme avec une spécificité propre au
profil génétique du patient et rend la question de la compliance moins importante.
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Les études précliniques en thérapie génique pour l’hypertension ont emprunté
deux approches. La première consiste à transférer des gènes codant pour des
protéines vasodilatatrices. Chao et al. ont transférés avec succès les gènes de la
kallikréine (enzyme générant les kinines), de PANP, de la NOS endothéliale
(eNOS), dans différents modèles d’hypertension expérimentale. Leurs résultats
démontrent une réduction soutenue de la pression sanguine pour une période de 3-
12 mois suite à l’expression de ces gènes.82 La deuxième approche consiste à
invalider les gènes codant pour des protéines impliquées dans la transmission du
signal vasoconstricteur. Raizada et al. ont utilisé une approche antisense pour
cibler et diminuer l’expression de l’angiotensinogène ou le récepteur AT1 de
l’AngII dans plusieurs modèles d’hypertension.83 Deux méthodes de transfert
existent dont le premier est le transfert direct de courtes séquences
d’oligonucléotides, tandis que la seconde est le transfert de séquences complètes
d’ADN en se servant de vecteurs viraux. En tous les cas, ces études démontrent
une réduction de la pression sanguine durant plusieurs semaines, voir même des
mois en plus d’avoir des effets cardioprotecteurs tels la régression de
l’hypertrophie cardiovasculaire et la diminution de la fibrose.84
1.1.6. Modèles expérimentaux d’hypertension artérielle
Les modèles expérimentaux d’hypertension sont fréquemment employés pour
étudier les mécanismes de contrôle de la pression artérielle, pour tester ou
développer des agents antihypertenseurs et pour comprendre la pathogenèse de
l’hypertension. Nous avons à notre disposition plusieurs modèles d’hypertension
primaire et secondaire. Parmi les modèles génétiques, nous retrouvons le rat
spontanément hypertendu, le rat sensible au sel (Dahi), le rat hypertendu de
Milan, Lyon et New Zealand. Tandis que parmi les modèles d’hypertension
secondaire les plus couramment utilisés, nous retrouvons le rat DOCA-sel, les
modèles de surcharge pressive (e.g. coarctation de l’aorte), le rat infusé à
l’angiotensine et le modèle «two-kidney one-clip ». Grâce à ces modèles, des
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progrès substantiels ont été réalisés dans l’identification des facteurs
physiologiques, biochimiques et environnementaux dans la pathogenèse de la
maladie.
L’approche la plus utilisée pour développer des modèles d’hypertension génétique
est de mesurer la pression artérielle d’un très grand nombre d’animaux co
sanguins et d’accoupler sélectivement ceux qui ont les valeurs les plus élevés.
Suite à 20 générations d’accouplements, les rats obtenus sont homozygotes pour
>99% des loci, et la nouvelle souche est composé d’une population génétiquement
identique.
Notre groupe étudie l’hypertension principalement à partir du rat spontanément
hypertendu car tel qu’approfondi dans la prochaine section et à la section 5.1,
c’est un modèle qui présente une hyperplasie et une hypertrophie cellulaire dès la
naissance et c’est le premier modèle existant d’apoptose thérapeutique.
1.1.6.1. Le rat spontanément hypertendu
Le rat spontanément hypertendu (Suffi), développé à l’Université de Kyoto par
Okamoto et Aoki en 1963, est dérivé d’un accouplement sélectif de rats Wistar
ayant les valeurs de pressions artérielles les plus élevées. À partir de la sixième
génération d’accouplement co-sanguin, les animaux ont développé une pression
excédant dans plusieurs cas 190 mmHg à environ 20 semaines d’âge. Les
différences entre le SHR et le rat normotendu Wistar-Kyoto (WKY) peuvent êtres
observés durant la première journée post-natale où la pression dans des conditions
basales des rats SHR est légèrement plus élevée.85’86 À partir de 3 semaines
d’âge, les artères des SHR démontrent des changements trophiques quant à
l’augmentation du ratio paroi:lumière impliquée dans le développement et le
maintien de la maladie. La haute pression artérielle et les propriétés prolifératives
des CML peuvent participer à ces changements structuraux.87’88 De plus, une
25
association entre l’hypertrophie ventriculaire gauche et l’hypertrophie vasculaire à
été démontré chez le SHR sans nécessairement corréler avec la pression
artérielle,88 ce qui indique l’implication de divers autres facteurs.89’9°
Des études in vitro démontrent que les CML aortiques de SHR ont une grande
capacité de renouvellement (croissance et mort cellulaire).91’92 Ceci a été évalué
chez des SHR et WKY dont l’ADN a été marqué in utero avec la [3H]-thymidine
et la vitesse de disparition de l’ADN radiomarqué a été mesuré depuis la
naissance jusqu’à 20 semaines d’âge.93 Chez le SHR comparativement au WKY,
la masse aortique des rats néonataux a augmenté de façon transitoire et
redescendu à des niveaux hypotrophiques à 8 semaines d’âge. Cependant
l’hypertrophie est réapparue à 20 semaines. Il est a noter que l’hypertension ainsi
que l’hypertrophie chez le SHR est bien établie à 11 semaines d’âge. La
diminution de l’ADN marqué avec le temps chez les SHR et WKY couplé avec
l’augmentation de l’ADN total suggère que les cellules pré-marqués in utero
meurent et sont remplacés. En fait, la diminution du [3H]-ADN depuis la
naissance jusqu’à 8 semaines est approximativement 3 fois plus élevé chez les
SIIR que les WKY démontrant la grande capacité de renouvellement cellulaire de
ce modèle.
Trois complications cardiovasculaires majeures ont été notées chez ces rats soit
l’hypertrophie ventriculaire gauche, les AVC et la néphrosclérose qui sont des
pathologies caractéristiques du SHR mais plus particulièrement du SHR-SP
(« stroke prone SHR »). Le développement de cette lignée démontre beaucoup de
similarités avec l’hypertension essentielle chez l’humain. Dans les deux cas,
l’hypertension se prononce jeune et la condition est aggravée par une diète riche
en sodium.
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1.2. REMODELAGE CARDIOVASCULAIRE DANS L’HYPERTENSION
Les maladies vasculaires et cardiaques impliquent des changements dans la
structure cardiovasculaire. La structure normale est maintenue par un équilibre
sophistiqué de plusieurs processus cellulaires et mécaniques. Un débalancement
de cet équilibre entraîne le remodelage qui implique un changement de la réponse
de divers types cellulaires du système cardiovasculaire i.e. hyperplasie et
hypertrophie cellulaire, production, dépôt et dégradation exagérée des




Afin de simplifier notre compréhension physiologique de cet organe complexe,
Weber et al. considèrent le coeur étant formé essentiellement de deux
«compartiments» de cardiocytes : le compartiment de non-cardiomyocytes et le
compartiment contractile cardiomyocytaire. Le compartiment de non
cardiomyocytes comprend:
1) les CML qui sont retrouvés dans les artères et artérioles coronariens
intramyocardiques,
2) les fibroblastes cardiaques responsables de la production des protéines
structurales de la matrice interstitielle dont le collagène et l’élastine,
3) les cellules endothélïales qui forment la lignée ubiquitaire coronarienne et
du système lymphatique,
4) les cellules mésothéliales du péricarde faisant partie de la plèvre cardiaque
et exprimant des métalloprotéases matricielles94 ainsi que d’autres
facteurs modulatrices de la fonction des cardiomyocytes et des non
cardiomyocytes tel l’AngII,95
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5) les macrophages puis les cellules mastocytaires faisant partie du système
immunitaire local.96
Le compartiment cardiomyocytaire est composé exclusivement de
cardiomyocytes. Ces cellules sont les plus volumineuses et occupent environ 70-
75% de l’espace structurel. Cependant en termes de nombre de cellules, les
cardiomyocytes ne représentent que 30% du nombre cellulaire total97 tandis que
la majorité des cellules en termes de nombre dans le coeur sont les fibroblastes.
Le développement normal du coeur est basé sur l’équilibre de la croissance entre
ces deux compartiments cardiomyocytaire et de non-cardiomyocytes. Cependant,
l’hypertrophie pathologique due à une surcharge de pression est caractérisée par
un déséquilibre de l’homéostasie entre ces deux compartiments cellulaires.
1.2.1.2. Pathophysiologie dans l’hypertension
Environ quatre décès sur cinq chez les patients hypertendus non-contrôlés sont
dus aux évènements cardiaques (43% défaillance, 36% insuffisance
coronarienne), alors que les causes cérébrovasculaires et rénales sont moins
fréquentes (avec 14% et 7% d’incidence respectivement).1 Une étude clinique
réalisée sur plus de 900 patients a démontré une relation inverse entre la taille du
coeur et sa fonction mesurée par la fraction d’éjection, et ce dans la majorité des
maladies congénitales et acquises dont l’hypertension.98
L’hypertension artérielle est la cause la plus commune de la surcharge pressive99
et mécanique97 du ventricule gauche. Au stade initial, cette surcharge résulte en
une hypertrophie dite compensée qui est caractérisée par un épaississement de la
paroi et du septum ventriculaire avec cependant un volume de la chambre interne
du ventricule normal (ratio masse/volume ventriculaire interne élevé). Il est a
noter que c’est dans ce cadre même que portent nos travaux sur l’hypertrophie.
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Avec la persistance de la tension artérielle, l’hypertrophie devient décompensée,
c’est-à-dire que les ventricules deviennent larges avec un volume diastolique
élevé, le ratio masse/volume est par conséquent réduit. Cet état se détériore pour
aboutir à la défaillance cardiaque.
Un nombre important de facteurs régulent le développement de l’hypertrophie. La
durée de la charge de pression, le rythme et la contractilité cardiaque, les
influences humorales et les facteurs génétiques en sont des déterminants. Du point
de vue physiologique, il existe en théorie trois catégories d’hypertrophie
ventriculaires affectant la fonction cardiaque pouvant êtres diagnostiqués soit
l’hypertrophie concentrique, irrégtttière et excentrique.
Hypertrophie concentrique
L’augmentation de la charge artérielle induit une hypertrophie myocardique
concentrique avec une augmentation de l’épaisseur de la paroi et de la masse
musculaire du ventricule gauche et une élévation du ratio masse /volume, de sorte
que la post-charge demeure constante. La fraction d’éjection reste normale et il
n’y a pas de changement significatif dans la consommation d’oxygène par le
myocarde. Cependant il y a une augmentation de la résistance coronarienne.
Hypertrophie irrégulière
Chez 14% de patients hypertendus, une hypertrophïe cardiaque irrégulière se
développe avec asymétrie localisée dans la paroi antérieure, l’apex, la base et le
septum. Il y a un épaississement substantiel de la paroi, le ratio masse /volume est
considérablement augmenté et la post-charge est diminuée. Les indices de la
fonction ventriculaire demeurent dans les limites normales et la consommation
d’oxygène du myocarde est normale ou réduite. Comme dans l’hypertrophie




Avec la persistance d’une haute pression artérielle, accompagnée d’une
hypertrophie progressive du myocarde et une prolifération interstitielle de tissus
conjonctifs, il peut y avoir des dommages myocardiques menant à une
augmentation du rayon ventriculaire, du volume diastolique et de la post-charge.
Cette dilatation des ventricules qui en résulte est par définition excentrique. Dans
ce type d’hypertrophie, la fraction d’éjection diminue et la consommation en
oxygène du myocarde par unité de poids augmente. Tout comme les autres formes
d’hypertrophie, la résistance coronarienne est augmentée.
L
figure 3 : Représentation des types d’hypertrophie cardiaque dans l’hypertension.
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1.2.1.3. Remodelage cardiaque
La croissance des cardiocytes est un dénominateur commun de l’hypertrophie
ventriculaire gauche.’0° Le processus hypertrophique est probablement plus que
la simple croissance des cardiocytes. L’implication de protéines, d’enzymes ainsi
que l’expression de gènes correspondants doivent êtres considérés dans ce
processus. Les hormones circulantes (e.g. hormones de croissance,
norepinephrine) sont reconnues pour stimuler la croissance des cardiocytes. De
plus, l’étirement mécanique semble jouer un rôle.’°1”°2
La croissance des cardiomyocytes et des non-cardiomyocytes peuvent-êtres des
phénomènes contrôlés de façon indépendantes.102 Des études in vivo ont
confirmé cette hypothèse en démontrant que l’hypertrophie cardiaque pouvait
adopter trois formes différentes
1) une croissance relative des non-cardiomyocytes sans hypertrophie des
cardiomyocytes (e.g. fibrose myocardique),
2) une hypertrophie relative des cardiomyocytes sans croissance des non
cardiomyocytes (e.g. hypertrophie de l’athlète, anémie chronique,
administration d’ hormones de croissance),
3) une croissance concomitante égale ou disproportionnée de ces deux sous-
types de cardiocytes. (e.g. coarctation de l’aorte, l’hypertrophie
ventriculaire gauche).
Bref, l’hypertrophie cardiaque implique en général l’hyperplasie de non
cardiomyocytes (essentiellement des fibroblastes) et l’hypertrophie des
cardiomyocytes.
Des études portant sur des modèles expérimentaux ont établi des notions sur la
base cellulaire du remodelage cardiaque dans l’hypertension.’°’ Il a été reconnu
que les cardiomyocytes entrent en hypertrophie cellulaire (démontré par exemple
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par une augmentation significative de leur aire transversale). Cette réponse
hypertrophique est en parallèle avec une expression transitoire de proto
oncogènes (e.g. c-myc),103 de facteurs de croissance (e.g. l’IGF-Ï),104 de même
qu’avec l’augmentation de l’expression des isoformes majeurs des protéines
contractiles (myosine et actine). Dans le compartiment non-myocytaire, les deux
plus importants changements sont la perte de microvaisseaux coronariens ainsi
que l’augmentation du collagène du type-I due à la prolifération et/ou
l’augmentation de l’activité synthétique des fibroblastes interstitiels.10’ En fait,
les fibroblastes, comme les cellules endothéliales et les CML sont capables
d’entrer dans le cycle cellulaire et peuvent ainsi entrer en mitose ou en croissance
hyperpiasique. D’un autre coté, le dogme général considère les cardiomyocytes
adultes différenciées et donc par définition celles-ci ne prolifèrent pas. Cette
vision controversée est cependant remise en question due à des observations
contradictoires sur le sujet. La première évidence est le retrait irréversible des
myocytes du cycle cellulaire et la seconde documente la mitose de ces cellules.
L’observation que la plupart des myocytes se retirent du cycle cellulaire dès la
naissance-°5 et la difficulté à développer des cultures cellulaires capables de
supporter la réplication myocytaÏre renforcissent la notion que tous les myocytes
adultes sont différenciés. D’autre part, l’argument contraire en faveur de la
réplication myocytaire est l’augmentation du nombre de myocytes et de la masse
cardiaque observé par des méthodes morphométriques, cytologiques et
biochimiques, au cours du développement normal de la naissance à l’âge adulte
chez les animaux et les humains’06. Cependant cette augmentation du nombre de
myocytes ne fournit aucun indice sur l’origine de ces cellules. Celles-ci peuvent
provenir de cellules précurseur à la lignée myocytaire (e.g. cellules souches
adultes), par la réplication de myocytes pré-existantes, ou la combinaison des
deux mécanismes. En tous les cas, ceci produit un cadre pour expliquer le
renouvellement continuel de myocytes en réponse normale ou dans la pathologie
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discuté dans la prochaine section et nous oblige à reconsidérer le coeur en tant
qu’ organe post-mitotique.
1.2.1.3.1. Implication des cardiomyocytes
Lorsque la tension systolique est maintenue élevée au-dessus de la limite normale,
le coeur s’adapte rapidement à cette augmentation de la charge par une
augmentation de la masse ventricuiaireJ00’107 Même si le principal mécanisme
qui relie le travail mécanique à la synthèse protéique est inconnu, durant la phase
initiale de l’hypertrophie des cardiomyocytes, de nouvelles isoformes d’actine et
de myosine apparaissent séquentiellement108’109 et de nouveaux sarcomères
s’alignent en parallèle favorisant un épaississement des cardiomyocytes et
conséquemment celle de la paroi ventriculaire.’07 Ce processus réduit le stress
physique exercé par la haute pression systolique générée au niveau du ventricule
gauche mais non du ventricule droit. Ainsi, l’hypertrophie des cardiomyocytes
représente une adaptation appropriée à l’augmentation de la pression et du stress
exercée sur la paroi ventriculaire gauche. Cependant, cette augmentation de la
taille des cardiomyocytes pourrait réduire la diffusion d’oxygène et l’apport de
substrats. Des études ultrastructurelles ont démontré des changements délétères
des cardiomyocytes comme une diminution de myofibriules, une augmentation de
mitochondries, de myélines et de lipides”0 pouvant jouer un rôle important dans
la dégénérescence de l’état adaptatif de l’hypertrophie, ce qui peut contribuer à la
défaillance cardiaque dont une caractéristique est l’apoptose des cardiomyocytes.
Si la dysfonction cardiaque n’est pas présente et le ventricule est
hémodynamiquement compensé, l’hypertrophie des myocytes est la forme
prédominante de croissance cellulaire et la prolifération des myocytes est
négligeable.1 11 Il est a noter que nos études sur la régression thérapeutique
portent sur la phase précoce de ce type d’hypertrophie. D’un autre côté, la
multiplication des myocytes contribuant a l’hypertrophie cardiaque est
l’adaptation majeure des coeurs en défaillance.’124’3 En effet, les études de
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Anversa et al.114”15 ont indiqué que l’hyperplasie d’une sous-population de
myocytes116 pouvait survenir lors des stades terminaux de la défaillance
cardiaque. De même, la perte de myocytes dans la maladie ischémique active la
regénération myocytaire et l’hypertrophie qui ensemble contribuent à
l’augmentation de la masse musculaire. Il est intéressant à noter que les myocytes
peuvent répondre à la surcharge par une réplication cellulaire, l’hypertrophie ou la
mort ce qui donne un indice sur leur âge. Les myocytes larges sont vieilles et ne
réagissent pas au stimuli de croissance et sont plus susceptibles à la mort. Les
myocytes moins grosses s’hypertrophient dans ces conditions et sont moins
susceptibles à la mort tandis que les plus petites cellules peuvent encore entrer
dans le cycle cellulaire un nombre limité de fois.
1.2.1.3.2. Implication des non-cardiomyocytes
Du point de vue cellulaire, le remodelage hypertrophique du myocarde peut-être
un processus homogène ou hétérogène basé sur le fait qu’il peut y avoir une
croissance proportionnée ou disproportionnée des non-cardiomyocytes. Lorsque
l’homogénéité du tissu est préservée, la proportionnalité des compartiments
musculaires, vasculaires et interstitiels est maintenue et l’hypertrophie est jugée
adaptative. Ceci est le type d’hypertrophie qui se produit en réponse à un
entraînement isométrique (comme chez l’athlète). Cette nature adaptative est
démontrée grâce à la restauration de la taille du ventricule et de la chambre
lorsque la surcharge est corrigée.96 En revanche, une disproportion de la
croissance des non-cardiomyocytes et la perte subséquente de la proportion inter
compartiment entraîne l’hypertrophie pathologique, caractéristique de certains
modèles expérimentaux dont le SHR. Dans le cas de l’hypertrophie adaptative, la
concentration en collagène du myocarde demeure inchangée même si le contenu
en collagène (concentration multipliée par le poids ventriculaire) augmente, tandis
qu’une disproportion de la concentration en collagène mène à l’hypertrophie
pathologique caractérisée par la fibrose du myocarde. Cette augmentation du
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contenu en collagène pourrait refléter une prolifération ou suractivité sécrétoire
des fibroblastes interstitiels.
Fibrose du myocarde
Dans le coeur, les fibroblastes interstitiels sont maintenant considérés comme un
type cellulaire réactif qui contribuent, du moins dans les conditions pathologiques,
à l’organisation de la paroi par des changements dans leur nombre et dans la
synthèse de matériaux matriciels. L’accumulation de collagènes fibrillaïres et
l’augmentation de leur synthèse relativement à leur dégradation sont des indices
de la croissance des fibroblastes. Cette production de collagène est impliquée dans
la fibrose interstitielle, périvasculaire ainsi que dans la cicatrisation du myocarde
suite à l’ischémie.
L’interstitium du myocarde contient des tissus conjonctifs fibrillaires, qui
consistent principalement de protéines collagéneux de type I et III. Le collagène
de type IV, retrouvé dans les membranes basales et le collagène de type V, un
constituant de l’espace perivasculaire, sont présents dans des proportions
modestes. Les composantes variées de ce réseau forment un échafaudage qui
maintient l’alignement des cardiomyocytes. En fait, le réseau fibrillaire de
collagène est un élément essentiel pour le maintien de l’intégrité structurale du
myocarde durant la systole et la diastole en dirigeant le stress développé par les
sarcomères vers la cavité ventriculaire et distribuant le stress de remplissage
diastolique à travers le ventricule.
Le collagène de type I est une composante majeure de la fibrose observée dans
l’hypertension rénovasculaire et génétique. Dans l’hypertension humaine et
expérimentale avec hypertrophie ventriculaire gauche, l’augmentation de la
fraction volumique du collagène peut prendre la forme de fibrose interstitielle,
périvasculaire ou de remplacement. Dans les coeurs humains en surcharge de
pression (e.g. hypertension, sténose aortique), l’augmentation anormale du
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collagène est responsable de l’augmentation de la rigidité myocardique par le
développement de la fibrose avoisinant les cardiomyocytes.11712° De même, la
fonction diastolique est diminuée dû à une réduction de la distensibilité du
myocarde. Le mécanisme impliqué dans l’accumulation de collagène menant à la
fibrose n’est pas complètement compris, mais cette composante fibrotique semble
être bloqué par l’inhibition du SRA tissulaire. L’ischémie a été suggérée comme
stimulus additionnel pour la fibrose réparative et réactive.121’23 Des études
récentes indiquent que la fibrose du myocarde peut aussi être produit par une
élévation chronique d’hormones de croissance comme les minéralocorticoïdes
circulantes.
Fibrose du péricarde
Plusieurs études ont démontré que le glissement côte à côte des cardiomyocytes
provoque l’amincissement de la paroi ventriculaire ainsi que la dilatation de la
chambre.’24”25 Ce phénomène engendre un déplacement radial des non
cardiomyocytes (fibroblastes) des couches externes vers la région épicardique du
coeur et à ce niveau, ces cellules s’élargissent et s’adaptent à la nouvelle
circonférence cardiaque126.
Il est connu que le stress exercé sur la paroi ventriculaire cause un changement du
phénotype des fibroblastes en myofibroblastes’27 exprimant le marqueur x
actine des cellules du muscle lisse (u-actine CML). De plus, les myofibroblastes
ont une expression augmentée en collagène de type I qui précède la formation du
tissu fibreux.’28 suite à une ligation des coronaires, pericardiotomie, ou lors de la
défaillance cardiaque. De plus, ces myofibroblastes expriment l’ECA et
produisent de l’AngII. Cette production locale d’AngII dans le tissu fibreux
pourrait servir à stimuler la synthèse du collagène de manière autocrine/paracrine.
L’épïcarde faisant partie intégrante de la plèvre cardiaque est peuplée de cellules
mésothéliales positif pour le marqueur VWF (facteur von Willebrand). Les
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cellules mésothéliales contribuent grandement à l’expression tissulaire de
metalloprotéases matriciels et d’AngII. Cette génération locale régule aussi de
manière autocrine/paracrine la synthèse et la déposition de collagène du type I des
fibroblastes avoisinants.95
Aussi, les cellules mésothéliales modulent le phénotype des cellules en co-culture
en augmentant leur expression en Œ-actine CML)29 ce qui pourrait représenter un
processus supplémentaire dans le contrôle de la fibrose péricardique durant les
stades avancés de l’hypertrophie menant à la défaillance cardiaque.
1.2.1.3.3. Altération de la microcirculation coronarienne
Les patients souffrant d’hypertension artérielle sont souvent angineux et
possèdent des signes cliniques d’ischémie myocardique pendant un test de
tolérance à l’exercice.’30”3’ Chez ces patients, la réserve coronarienne
vasodilatatrice est fréquemment altérée. Un réarrangement ou remodelage du
matériel dans la paroi telles les fibres du muscle vasculaire lisse augmente
l’épaisseur de la paroi artériolaire réduisant le diamètre luminal.132 Il semblerait
aussi que les changements de l’interstitium périvasculaire pourraient altérer la
capacité vasodilatatrice coronarienne et induire une détérioration de la
microcirculation coronarienne dans l’hypertension indépendamment de
l’hypertrophie des cardiomyocytes. Suite à une persistance de haute pression, des
dommages cellulaires parenchymales et la perte de myocytes surviennent, ce qui
mène inévitablement à la fibrose et la cicatrisation. L’augmentation des matériaux
rigides dans l’interstitium périvasculaire de même que l’augmentation des forces
de compression cardiaques (e.g. élévation de la pression diastolique) provoquent
l’altération de la vasodilatation maximale. De plus, la réduction du nombre
d’embranchements vasculaires serait un mécanisme additionnel contribuant à
l’augmentation de la résistance et à la perte d’efficacité de la microcirculation.’33
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Cependant, des études démontrent que la densité capillaire ne serait pas réduit
chez des SHR recevant des inhibiteurs du SRA’34’135 et pourrait toutefois être
augmenté dans certains cas par le traitement à long-terme avec de faibles doses
d’iECA.’36
1.2.2. Le système vasculaire
1.2.2.1. Structure vasculaire
La paroi d’une artère normale est constituée de trois couches concentriques qui
sont allant de l’extérieur vers la lumière : l’adventice, la média et l’intima.
1) L’adventice reçoit les terminaisons nerveuses à l’origine de la
vasomotricité. Elle est principalement constituée de fibroblastes, disposés
tous entre des fibrilles de collagène et de protéoglycans.
2) La média représente la couche principale de l’artère constitué
principalement de CML qui déterminent le tonus vasculaire et entourés
d’une matrice extracellulaire constitué de fibrilles de collagène de type I et
III, de fibronectine, de fibres élastiques et de protéoglycans.
3) L’intima dans les artères normales est formé essentiellement d’une
monocouche de cellules endothéliales tapissant l’intérieur du vaisseau.
L’endothélium occupe des fonctions primordiales d’une part en présentant
une surface non-thrombogénique afin d’empêcher l’hémostase et d’autre
part, l’endothélium est le siège d’une activité métabolique intense qui se
traduit par la synthèse et la libération de nombreux médiateurs. Dans
l’athérosclérose, il est à noter la présence de CML intimales.
1.2.2.2. Pathophysiologie dans l’hypertension
Comme le coeur, le système vasculaire ne peut être considéré comme un tissu
quiescent avec une structure fixe. Les vaisseaux sanguins sont capables de
remodeler leur architecture en réponse à des stimuli spécifiques et des conditions
tel l’augmentation chronique de la tension artérielle. Les deux anomalies
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fonctionnelles du système vasculaire dans l’hypertension sont la diminution de
l’étendue des réseaux artériels et veineux et l’augmentation de la résistance au flot
sanguin.
La réduction de la compliance de l’arbre vasculaire dans l’hypertension est due
aux changements structuraux des grosses artères (e.g. aorte) et des veines, alors
que l’augmentation de la résistance est localisée dans les petites artères et dans la
micro-circulation. Les principaux changements structuraux mieux connus sous le
terme de remodelage vasculaire peuvent se traduire par une hypertrophie,
hyperpiasie ou polyploïdie cellulaire etlou une réorganisation de la paroi.
1.2.2.3. Remodelage vasculaire
L’augmentation du ratio média /lumière a souvent été interprétée comme
synonyme de la croissance. Or, ce n’est pas nécessairement le cas car cette
augmentation du ratio peut survenir par réarrangement des structures cellulaires
ainsi que leurs composantes pré-existantes sur le coté abluminal ou luminal du
vaisseau sans nécessairement invoquer une réponse de croissance. Ce processus
de réarrangement avec ou sans croissance cellulaire est défini comme étant le
remodelage. Le remodelage vasculaire implique des altérations structurales
adaptatives des vaisseaux sanguins qui se produisent généralement en réponse aux
changements chroniques de conditions hémodynamiques inadaptés. Ce
remodelage peut subséquemment contribuer à la pathologie de la maladie
vasculaire et aux désordres du système circulatoire.
Le processus de remodelage implique des changements dans un ou plusieurs des
évènements cellulaires suivants : la croissance, la mort ou la migration cellulaire,
de même que la production ou dégradation de la matrice extracellulaire. Ces
processus dépendent de l’interaction dynamique entre les facteurs de croissance
générés localement, les substances vasoactives, les stimuli hémodynamiques et
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l’état oxydatif vasculaire. Selon une vision plus générale, le remodelage
vasculaire comprend:
1) la disparition (raréfaction) et la croissance de nouveaux vaisseaux
(angiogénèse),
2) le changement dans le nombre ou la taille des CML vasculaires,
3) l’altération dans la composition de la matrice extracellulaire de la paroi,
affectant ainsi la compliance vasculaire.
Plusieurs facteurs peuvent causer une réduction de la compliance : l’augmentation
du tonus vasculaire, l’augmentation de l’épaisseur de la paroi vasculaire, les
altérations dans la composition en matrice extracellulaire, ainsi que
l’augmentation du nombre de cellules affectant la masse de l’organe.
L’augmentation de la masse d’un organe peut être dû à l’hypertrophie cellulaire
(augmentation de la taille cellulaire et du contenu en protéine, sans augmentation
du contenu en ADN), à l’hyperplasie cellulaire (augmentation du nombre
cellulaire et du contenu total en ADN), ou une co-existance des deux
phénomènes.
L’interprétation générale du remodelage vasculaire se complique par
l’hétérogénéité marquée du système vasculaire. Deux principaux types de
remodelage ont été identifiés dans les modèles expérimentaux et chez l’humain:
un remodelage où intervient une croissance cellulaire dite hypertrophique qui est
caractéristique des grosses artères et un remodelage où n’intervient aucune
croissance cellulaire dite eutrophique, caractéristique des petites artères.
1.2.2.3.1. Remodelage hypertrophique (grosses artères)
L’anomalie structurelle majeure des gros vaisseaux dans l’hypertension est
l’hypertrophie des CML avec augmentation subséquente de l’épaisseur de la paroi
vasculaire.’37439 L’hypertrophie des CML de l’aorte ainsi que celles de
plusieurs autres grosses artères est généralement vu comme un changement
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adaptatif à la progression de la maladie hypertensive.139 Elle peut être
accompagné de polyploïdie (augmentation du contenu en ADN sans division
cellulaire) des CML, un processus qui semble être uniquement présent dans les
grosses artères et qui augmente avec l’âge dans les modèles expérimentaux
d’hypertension dont le SHR ainsi que chez l’humain. L’augmentation de
l’épaississement de la paroi vasculaire en réponse à une élévation de la pression
artérielle tend à être de nature protectrice permettant la normalisation de la tension
pariétale. Par contre, chez le SHR, l’hypertrophie des CML dans les artères
carotidiennes et les artères rénales principales précède le développement de
l’hypertension. En fait, l’augmentation de la résistance vasculaire rénale chez le
SHR précède les anomalies de tout autre lit vasculaire’40 et les cellules de ces
artères en culture démontrent la plus grande sensibilité à la croissance.’4’
Un autre aspect du remodelage vasculaire dans l’hypertension est l’augmentation
de la synthèse des composantes de la matrice extracellulaire. La matrice
extracellulaire de la paroi artérielle est un système intégré composé de fibrilles de
collagène, de lamelles élastiques, de protéoglycans et de glycoprotéines
structuraux qui ensemble avec les cellules déterminent les propriétés majeures de
la paroi du vaisseau. De ce fait, plusieurs métalloprotéases matriciels (MMP:
enzymes impliquées dans les processus de réparation tissulaire, migration
cellulaire’42 et dans la régulation de la composition et du contenu de la matrice
extracellulaire’43 dont MMP-1, -2, -3 et —9, sont produites dans les vaisseaux et
leur expression est augmentée dans différentes formes d’hypertension. Dans
l’hypertension essentielle, la synthèse de fibres élastiques et de collagène est
augmenté. Ces changements, secondaires à la haute pression artérielle,
contribuent de façon importante à la diminution de la distensibilité des artères.
Chez les patients hypertendus, l’épaississement de la paroi vasculaire à lieu dans
les grosses artères, probablement suite à l’hypertrophie des CML.
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1.2.2.3.2. Remodelage eutrophîque (petites artères)
L’augmentation chronique de la tension artérielle est associée à des modifications
de la structure des petites artères de résistance (ratio médiallumière augmenté ou
remodelage). Même si cette association est au centre d’une controverse depuis des
dizaines d’années, il semble que cette adaptation vasculaire ne soit pas la cause
mais plutôt une conséquence de l’hypertension. Les travaux de Folkow et
Mulvany ont démontré que même les augmentations transitoires de la pression
artérielle induisent le remodelage pathologique. D’une manière ou d’une autre, ce
remodelage vasculaire pourrait contribuer au maintien d’une tension artérielle
élevée et de plus, considérant le nombre d’organes atteints par l’hypertension, il
est vraisemblable qu’un contributeur commun, tel le remodelage vasculaire,
puisse nuire à la fonction des organes cibles d’une manière généralisée. De fait, le
remodelage des petites artères pourrait favoriser ces dommages en restreignant
l’irrigation sanguine des organes dans des périodes de demande accrue ou lorsque
les réserves des tissus déclinent graduellement, par exemple avec l’âge.
La nature de ce changement structurel des petites artères dans l’hypertension a été
revue par plusieurs auteurs.’44”45 Les études histologiques ont montré que le
rapport médiallumière des petites artères est augmenté à différents stades du
développement de l’hypertension clinique et expérimentale. L’augmentation du
nombre de CML de différents petits vaisseaux est due à l’élévation de la synthèse
d’ADN des CML et l’hyperplasie subséquente plutôt que l’hypertrophie tel que
décrite dans les grosses artères.’38’’45 Dans les modèles primaires
d’hypertension, l’hyperplasie des CML des petites artères représente un
évènement précoce dans le développement de l’hypertension, contrairement à ce
qui a été décrit pour le remodelage des grosses artères.138”45 Cependant, ces
observations pour les petites artères sont sujettes à de grands débats.’38
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Dans les artères mésentériques de jeunes SUR, la taille des CML, le contenu
protéique de même que la prévalence des cellules polyploïdes ne sont pas
différents des artères de rats WKY.138’145 Par ailleurs, chez les SUR âgés de 6
semaines, il y a une augmentation remarquable de synthèse d’ADN dans les
petites artères.’4’ Cette prolifération exagérée des CML vasculaires de SHR
persiste en culture sans l’influence de la pression sanguine, suggérant l’existence
d’une défectuosité génétique intrinsèque dans le contrôle de la prolifération
cellulaire. Cependant, dans des modèles d’hypertension secondaire (e.g.
Goldblatt, DOCA-sel, coarctation aortique), l’augmentation de l’épaisseur de la
média des petits artères est causée par l’hypertrophie de CML plutôt que
l’hyperplasie138’146 suggérant que ces changements structurels sont un
phénomène d’adaptation secondaire à l’augmentation de la pression artérielle. De
toute manière, l’hypertrophie et/ou l’hyperplasie des CML participe à
l’augmentation de la masse vasculaire, ainsi qu’à l’augmentation de la synthèse
des composantes de la matrice extracellulaire tel le collagène, l’élastine, les
protéoglycans et la fibronectine.
1.2.2.3.3. Implication des espèces réactives d’oxygène
Le dommage vasculaire dans l’hypertension est associé à la production accentuée
de ROS et d’AngII.147”48 Le stress oxydatif stimule l’hypertrophie et la
prolifération des CML, altère la fonction des MMP et augmente le dépôt de
collagène ce qui engendre l’épaississement de la paroi vasculaire et le remodelage
artériel. Les ROS augmentent aussi la perméabilité endothéliale laissant ainsi
traverser des protéines plasmatiques, diverses macromolécules ce qui entraîne le
recrutement de cellules immunitaires et engendre le processus inflammatoire
aggravant la dysfonction endothéliale et le dommage vasculaire. Plusieurs de ces
changements dépendantes du statut rédox dans l’hypertension sont aussi présentes
dans les vaisseaux athérosclérotiques et de ce fait le stress oxydatif pourrait
constituer une composante commune qui relierait ces deux maladies.’49”5° En
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plus de la multitude d’études suggérant la contribution de la dysfonction
endothéliale au remodelage vasculaire,’5’ l’épaississement même de la paroi
influence le statut redox des vaisseaux en augmentant la distance de diffusion de
l’oxygène luminal. Ainsi, une diminution de la diffusion de l’oxygène mène à une
plus grande concentration de ROS qui elle contribue à son tour à exacerber le
stress oxydant, la croissance des CML, la dysfonction endothéliale et le dommage
vasculaire dans l’hypertension.’6 Nous discuterons plus en détail des espèces
réactives d’oxygène et du stress oxydatif et à la section 1.3.4.6..
1.2.3. Pharmacothérapie du remodelage
Les médicaments antihypertenseurs ont non seulement le pouvoir de réduire la
pression artérielle mais aussi d’altérer la structure cardiovasculaire atteinte d’un
débalancement de la croissance. Ces agents dits « antiprolifératifs» peuvent
inhiber ou même corriger l’hypertrophie cardiovasculaire. Cette
pïzarmacothérapie du remodelage a comme objectif de normaliser les variables
cardiovasculaires atteintes dans l’hypertension en interférant avec les médiateurs
du remodelage. Plusieurs classes d’agents antihypertenseurs influencent le
remodelage en ciblent spécifiquement d’une part la perte irréversible des
cardiomyocytes du ventricule et des CML des petites artères, et d’autre part le
déséquilibre prolifératif des fibroblastes interstitiels et de l’adventice responsable
de la déposition de la matrice extracellulaire dans le coeur et les vaisseaux
respectivement. Il faut savoir que tous les antihypertenseurs ne possèdent pas la
même efficacité dans la correction des paramètres physiologiques lésés dans la
pathologie cardiovasculaire.
1.2.3.1. Effets cardiaques
Étant donné que l’hypertrophie ventriculaire gauche, la baisse de perfusion
coronarienne et la fibrose du myocarde sont des complications manifestés dans la
maladie hypertensive, le traitement médical devrait cibler la normalisation de ces
paramètres qui sont souvent aussi dangereuses que la haute pression même. Ainsi,
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la prévention ou la régression de l’hypertrophie ventriculaire, l’amélioration de la
réserve sanguine et la diminution de la fibrose sont des objectifs convoités.
Des études cliniques ont démontré que certaines thérapies antihypertensives
peuvent mener à la régression de l’hypertrophie ventriculaire conjointement avec
la réduction de la pression sanguine. Parmi les premières études de ce genre, les
thérapies avec des iECA,152 des bloqueurs calciques153’154 et la combinaison
a-méthyldopa - diurétique155 ont démontré des effets positifs à cet égard. Des
résultats hétérogènes ont été obtenus avec les antagonistes f3-adrénergiques156
pouvant s’expliquer par l’activité sympathomimétique de certains agents dans
cette classe. Par exemple, acebutolol, un antagoniste 3-adrénergique avec une
activité sympathomimétique intrinsèque n’induit pas la régression de
l’hypertrophie cardiaque tandis que l’aténolol ne possédant pas cette activité
semble avoir un effet positif sur la régression.’57 Cette hétérogénéité de la
réponse antihypertrophique s’étend aussi à d’autres classes. Étant donné que les
diurétiques et vasodilatateurs ont la capacité d’activer certains facteurs de
croissance dont l’AngII et les catécholamines,’58’61 l’impact de ces drogues sur
l’hypertrophie ventriculaire demeure non établi. De même, le traitement
chronique aux diurétiques96’162 et aux vasodilatateurs artériels tel l’hydralazine
ou le minoxidil’63’164 n’induit pas la régression de l’hypertrophie cardiaque
même si elles diminuent la pression chez les patients. Donc, même si l’efficacité
des divers traitement pharmacologique dans la diminution de l’hypertension est
bien établie, on ne peut toutefois pas tirer des conclusions sur l’efficacité qu’ont
ces divers médicaments sur la correction des paramètres cardiovasculaires telle
l’hypertrophie. À ce sujet, une récente méta-analyse de résultats provenant de
bases de données d’études cliniques (à double-insu, randomisées etc.) a démontré
que les iECA sont les plus efficaces, suivis des antagonistes des canaux calciques
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tandis que les diurétiques et les (3-bloqueurs étaient moins efficaces’65 dans la
régression de l’hypertrophie du ventricule gauche.
Les médiateurs chimiques du remodelage cardiaque les mieux compris
appartiennent au SRA. Deux facteurs ont contribué à nos connaissances actuelles
sur le rôle du SRA premièrement, la disponibilité de plusieurs agents
pharmacologiques influençant ce système, et deuxièmement les effets
remarquables de ces médicaments sur le remodelage cardiaque dans les modèles
expérimentaux et dans les pathologies humaines. Il semble maintenant que le
SRA joue un rôle important dans le processus du remodelage cardiaque qui se
manifeste souvent d’une fibrose du myocarde. La réponse fibreuse tissulaire de
l’interstitium cardiaque est responsable de la rigidité anormale du muscle et du
dysfonctionnement ventriculaire diastolique en particulier. Chez les patients
souffrant de cette condition, la régression de la structure du myocarde et la
restauration de la distensibilité représentent des objectifs thérapeutiques
intéressants, avec l’AngII circulante et l’adostérone comme cibles logiques pour
traitement. Initialement, des études dans des modèles d’ischémie rénale ou
d’hyperaldostéronémie de la fibrose tissulaire ont démontré une atténuation de la
morbidité avec le traitement au spironolactone et au captopril, faisant ainsi preuve
des propriétés cardioprotectives de ces médicaments. Étant donné l’importance du
calcium en tant que médiateur intracellulaire de la réponse à l’AngII pour la
synthèse de collagène des fibroblastes, les bloqueurs des canaux calciques
pourraient aussi posséder des propriétés cardioprotectives. En plus d’avoir des
effets protecteurs contre la fibrose du myocarde, les effets bénéfiques des iECA et
des antagonistes AT1 de l’AngII ont également été démontrés dans l’atténuation
de la formation du tissu fibreux au site d’infarctus, dans le pericarde post




L’hypertrophie vasculaire sert de processus d’adaptation à la haute tension
artérielle, impliquant de ce fait la normalisation des variables physiques
impliquées dans la morbidité comme objectif de la pharmacothérapie. 16$-170
Le remodelage vasculaire pathologique est observé comme une augmentation du
rapport paroi sur la lumière; celle-ci est définie comme un changement de la
distribution des CML autour d’une plus petite lumière avec ou sans augmentation
du contenu en ADN. Au niveau des petites artères musculaires, l’hypertrophie
vasculaire accompagnée d’une hypertrophie ou d’une hyperplasie des CML
amplifie la résistance vasculaire et la pression arténelle.17U72 Au niveau de
l’aorte et ses principaux enbranchements, l’augmentation de la masse et de la
rigidité de la paroi artérielle contribuent à l’hypertension systolique et
représentent des facteurs de risque du développement de J’hypertrophie
ventriculaire gauche.173
La régression de l’hypertrophie artérielle dans l’hypertension expérimentale est
influencée premièrement par une baisse de la tension avec le traitement chronique
aux antihypertenseurs)70 Cependant, il existe des exceptions à cette règle
générale supportées par le minoxidil et l’hydralazine qui elles produisent dans
certaines instances un effet antihypertrophique décevant face à une baisse de
pression jugée acceptable. La régression de l’hypertrophie causée par ces agents
lorsque combinée avec un agent sympatholytique suggère que les vasodilatateurs
artériels augmentent l’activité sympathique de même que celle du SRA. D’un
autre coté, il y a des médicaments tels ]es antagonistes calciques et les agents
interférant avec le SRA qui influencent la structure vasculaire par des mécanismes
indépendants de la baisse de la pression artérielle.
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Une variété de facteurs de croissance, incluant le PDGF et l’AngII, stimulent
l’influx calcique, du moins en partie à travers les canaux de type L dans les CML
quiescentes. 174,175 L’ augmentation conséquente du calcium intracellulaire
semble jouer un rôle vital dans la migration et la prolifération des CML’76 Les
antagonistes des canaux calciques de type L sont des inhibiteurs puissants pour la
migration et la prolifération des CML ;177 un effet qui semble être dissocié de la
classe chimique174”75477 Cependant ceci est un sujet de controverse car même
avec une réduction efficace de la pression, les antagonistes calciques ont des
effets anti-athérogéniques modestes’78 et ne produisent pas une réduction nette
de l’hypertrophie de la média des artères de résistance au delà du niveau
attendu. 145,179
L’AngII est impliqué dans l’angiogénèse et la raréfaction vasculaire, la croissance
des CML, et la synthèse de la matrice extracellulaire. Des observations indirectes
du rôle de l’AngII comme facteur de croissance des CML proviennent des études
avec les bloqueurs du SRA, démontrant par exemple la diminution de
l’hypertrophie des grosses artères durant un traitement chronique des rats SHR au
captopril.180 Des études ultérieures ont confirmé cette observation avec d’autres
iECA dans différents modèles d’hypertension.181 Les iECA peuvent atténuer
l’hypertrophie des grosses et petites artères durant le développement spontané de
l’hypertension chez le rat et peuvent aussi diminuer l’hypertrophie existante dans
les formes établies d’hypertension expérimentale. En effet, le traitement
chronique des SHR aux iECA réduit l’aire de section des artères de différents lits
vasculaires incluant les artères mésentériques, les artères cérébrales et les artères
coronariennes.’80”82486 Cependant une hétérogénéité dans la réponse aux
iECA est rapporté avec le cilazapnl, qui produit une régression de l’hypertrophie
de façon plus marquée dans les grosses artères que dans les petits vaisseaux,’83 et
le captopril qui diminue l’hyperplasie des CML dans les artères mésentériques
4$
supérieures mais pas dans celles des plus petites artères.’82 Dans les CML en
culture187 et dans les cultures cellulaires de petites artères,’88 les iECA n’ont
pas d’effet sur la prolifération induite par différents stimuli. Aussi, il a été
rapporté que les iECA et les antagonistes AT1 inhibent la formation de petits
vaisseaux en situation d’ischémie.’ 89,190
1.2.3.2.1. Correction de la dysfonction endothétiale
Plusieurs évidences démontrent que le stress oxydatif médie le dommage
vasculaire dans diverses pathologies dont l’hypertension, l’atherosclérose et
l’ischémie-réperfusion. Ceci évoque le concept de la correction de la dysfonction
endothéliale en tant qu’objectif thérapeutique.
Il est clairement démontré qu’un des effets majeurs de l’AngII sur les récepteurs
AT1 réside dans l’activation de la NADPH oxydase membrannaire et dans la
production accrue d’anion superoxyde. L’augmentation du stress oxydatif induit
par l’AngII contribue vraisemblablement au développement des complications
reliés à l’activation du SRA. Conséquemment, les effets bénéfiques des bloqueurs
du SRA sur le système cardiovasculaire pourraient donc être médiés en partie par
leur propriétés antioxydantes associés au blocage du stress oxydatif induit par
l’AngII. En fait, la dysfonction endothéliale aortique et cardiaque chez le SuR est
corrigé suite au traitement antihypertenseur avec des iECA et des antagonistes du
récepteur AT1 19 1-193 mais pas avec certains vasodilatateurs.’94
Le rôle du stress oxydatif dans le remodelage a aussi été suggéré dans des études
démontrant que les vitamines antioxydants augmentent l’aire luminale et
permettent la régression du remodelage artériel dans des coronaires de modèles
expérimentaux.195 Vu que la dysfonction endothéliale est le plus souvent
retrouvé dans les petites artères et les embranchements vasculaires, il est
raisonnable d’assumer que ces vaisseaux démontreront des anomalies
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physiologiques bien avant la manifestation des changements drastiques dans la
pression-pulsatile et dans la perte de distensibilité aortique associée avec les
stades avancés de l’athérosclérose et la vieillesse. La supplémentation en
chronique de vitamines antioxydantes devrait donc être considéré en terme de
médecine préventive pour le remodelage.
1.3. ANGIOTENSINE II DANS LE SYSTÈME CARDIOVASCULAIRE
1.3.1. Biosynthèse d’angiotensine II
Tel que nous l’avons décrit précédemment, le SRA est décrit classiquement
comme un système endocrinien où les peptides sont synthétisés en cascade dans la
circulation systémique.6 Brièvement, le SRA joue un rôle important dans la
régulation de la pression en grande partie via l’action de son effecteur clé 1’AngII
qui est produit par les réactions enzymatiques successives de la rénine et de
l’ECA à partir de l’angiotensinogène biologiquement inactif (voir Figure 1,
section 1.1.2.3.1.).
1.3.1.1. Systèmes tissulaires et voies alternatives de synthèse
La recherche sur le SRA au cours des vingt dernières années a permis de mettre
en évidence que la production de l’AngII dépend non seulement de la circulation
systémique mais qu’elle peut aussi être générée localement dans divers tissus.
L’existence d’un système tissulaire indépendant du système circulant signifie que
certains tissus possèdent toutes les composantes nécessaires à la génération locale
d’AngII. En fait, l’expression de l’angiotensinogène et de la rénine a été
démontrée entre-autre dans le rein, la glande surrénale, le tissu adipeux, le coeur et
les vaisseaux sanguins.6 En plus de sa prédominance dans les cellules
endothéliales, l’ECA est aussi exprimée dans les CML vasculaire et les
fibroblastes.
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Bien que la rénine et l’ECA représentent les enzymes classiques du SRA, des
voies alternatives peuvent aussi produire de l’AngII à partir de
l’angiotensinogène, sous l’influence notamment de la cathepsine G, l’élastase, la
tonine, l’activateur du plasminogène tissulaire (tPA: «tissue plasminogen
activator ») et l’enzyme génératrice de l’AngII sensible à la chymostatine
(CAGE : «chymostatin-sensitive angiotensin II generating enzyme »).196,197
Ces mécanismes additionnel s pourraient potentiellement servir à l’amplification
de la réponse vasculaire aux sites d’inflammation contribuant à la régulation du
flot sanguin local. De plus, CAGE semble jouer un rôle déterminant dans le
système cardiovasculaire durant des conditions pathologiques comme les
maladies coronariennes.
1.3.2. Types de récepteurs associés et distribution tissulaire
Le développement de nouveaux antagonistes des récepteurs de l’AngII a mené à
la caractérisation de différents sous-types de récepteurs. La population qui est
inhibée par le losartan est désignée AT1, tandis que celle qui est bloquée par le
composé PD123 177 a été désignée AT2. Les récepteurs AT3 et AT4 à l’AngII ont
également été décrits. Par contre la pharmacologie de ces récepteurs demeure
encore controversée et pas entièrement caractérisée. Les récepteurs AT3 et AT4 ne
sont pas actuellement inclus dans la classification définitive des récepteurs de
l’AngII tels que défini par 1’ «International Union of Pharmacology
Nomenclature Subcommittee for Angiotensin Receptors ».
Des études de radio-liaison ont permis d’évaluer la distribution tissulaire des
récepteurs AT1 et AT2. Le sous-type AT1 est retrouvé abondamment dans tous les
tissus adultes du système cardiovasculaire, rénal, endocrinien et nerveux chez
l’humain. Par contre, le récepteur AT2 est exprimé préférentiellement dans les
tissus foetaux et son expression décline rapidement après la naissance. Chez
l’adulte, l’expression du récepteur AI2 est principalement limitée au niveau du
pancréas, du coeur, des reins, du cerveau et de l’endothélium vasculaire. Les
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niveaux d’expression des récepteurs AT1 et AT2 sont altérés dans diverses
pathologies dont l’hypertension artérielle. En effet, dans le coeur hypertrophié de
rat, le ratio de la densité de récepteurs AT, par rapport aux récepteurs AI1 est
significativement augmenté.198
1.3.2.1. Les récepteurs AT1
La pharmacologie des antagonistes des récepteurs AT1 a été revue par
Timmermans et ses collaborateurs.7 Les récepteurs AT1 sont responsables de la
majorité des effets physiologiques de l’AngII connus jusqu’à présent soient les
effets sur la vasoconstriction, la réabsorption sodique, la sécrétion d’aldostérone,
la stimulation sympathique, la soif, la croissance cellulaire et la libération d’AVP.
Le récepteur AI1 appartient à la famille des récepteurs à sept domaines
transmembranaires associés aux protéines G. Cette famille de récepteurs active la
PLC à travers la protéine hétérotrimérique Gq et peut aussi médier des signaux à
travers d’autres protéines G dont G., G11113 ou G. Le récepteur AI1 est couplé à
plusieurs systèmes effecteurs dont l’adénylate cyclase, les canaux calciques et les
phospholipases (PL) B, C, D et A,.
Au niveau du système cardiovasculaire où le récepteur AI1 est exprimé
abondamirient, divers groupes ont démontré une distribution du récepteur selon le
type cellulaire. En effet dans les vaisseaux humains, on retrouve des niveaux
élevés du récepteur AI1 dans la média qui est composé essentiellement de CML,
alors que seulement de très faibles niveaux de ce récepteur sont exprimés dans
l’adventice qui est composée de fibroblastes. La présence de récepteurs AT1 sur
les cellules endothéliales aortiques de rats a également été démontrée. Au niveau
du coeur, l’expression des récepteurs AI1 a été démontrée à la fois dans les
cardiomyocytes et les fibroblastes. Par contre, ce profil d’expression cardiaque du
récepteur AT1 est altéré dans la pathologie telle la défaillance cardiaque où les
quantités du récepteur sur les cardiomyocytes sont réduites de façon importante.
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Outre les effets physiologiques de l’AngII médié par le récepteur AT1, d’autres
effets d’ordre pathophysiologique ont également été décrits. Ceux-ci incluent la
stimulation de la production de ROS, l’induction du processus inflammatoire,
thrombotique et fibrotique. Il a été suggéré que ces effets pathophysiologiques
médiés par le récepteur AT1 impliquent l’activation du facteur de transcription
nucléaire NF-icB 199,200
1.3.2.2. Les récepteurs AT2
Contrairement au récepteur AT1, les propriétés structurales et fonctionnelles du
récepteur AT1 sont moins bien connues. Cependant, des évidences récentes
suggèrent que le récepteur AT2 joue un rôle au niveau de la régulation de la
pression sanguine et de la fonction rénale en contrebalançant les actions
vasoconstrictrices et antinatriurétiques de 1’ Angli. Plusieurs évidences démontrent
que les effets cardiovasculaires du récepteur AT2 opposent celles du récepteur
AT1 (voir section 1.3.3.). En général, l’AngII via le récepteur AT2 a des effets
anti-prolifératifs, pro-apoptotiques et vasodilatateurs. Cependant, ces effets ne
sont pas catégoriques car il y a aussi des évidences qui soutiennent des effets
inverses médiés par les récepteurs AT2 dont la vasoconstrction dans les artères
mésentériques chez le jeune SHR.201
Comme le récepteur AI1, le récepteur AT-, est un récepteur à sept domaines
transmembranaires associé aux protéines G. Par contre, la cascade de signalisation
et les mécanismes d’association des protéines G lors de l’activation du récepteur
AT2 sont atypiques. Des études ont démontré que selon le type cellulaire et la voie
de signalisation étudiée, les récepteurs AT7 sont associés aux protéines GŒÏ2 et
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Le récepteur AT2 médie ses effets physiologiques principalement à travers trois
voies de signalisation intracellulaires dont la déphosphorylation des protéines via
l’activation de phosphatases, la régulation de la voie NO-GMPc (guanosine 5’-
monophosphate cyclique) et la relâche de l’acide arachidonique via la stimulation
de la PLA,. Enfin, il a été démontré que des effets inflammatoires associés à
l’induction de NF-KB ainsi que des effets trophiques entraînant l’hypertrophie
cardiovasculaire sont associé à l’activation des récepteurs AT,. Ces dernières
observations démontrent la complexité et nos connaissances limitées du système
des récepteurs à l’Ang II.
1.3.3. Effets physiologiques de l’angiotensine II
Le $RA circulant est impliqué dans les effets aigus de l’AngII comme la
vasoconstriction, l’homéostasie hydro-sodée, la sécrétion d’aldostérone et la
contractilité cardiaque. Le SRA tissulaire semble plutôt être responsable des effets
à long terme dont la croissance et la différenciation cellulaire impliquées dans le
processus d’hypertrophie cardiovasculaire. Les rôles physiologiques de l’AngII
apparaissent ainsi très importants et diversifiés chez l’humain.6’196”97
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1.3.4. Effets moléculaires et cetiulaires de l’angiotensine II
1.3.4.1. Effets sur la croissance cellulaire
Le remodelage cardiovasculaire dans l’hypertension est associé à une croissance
anormale des CML vasculaires et des fibroblastes cardiaques.202 La croissance
exagérée des cellules est médiée à travers la stimulation du récepteur AT1 qui
entraîne l’activation de divers effecteurs dont les protéines de la famille des
kinases MAPK (“Mitogen Activated Protein Kinases”);soit ERK, JNK et p38. La
modulation de l’activité de ces kinases joue un rôle primordial dans la contraction,
la différenciation, la prolifération et lTapoptose cellulaire ainsi que dans
l’expression de différents gènes. Dans les CML vasculaires en culture, la
stimulation des récepteurs AT1 par l’AngII active ERK,203’204 JNK205 et plus
moindrement p38.206’207 De plus, cette stimulation des récepteurs AI1 provoque
une augmentation rapide de l’expression de l’ARN messager des proto-ongènes c
myc, c-fos et c-jun et de la transcription de plusieurs facteurs de croissance dont
bFGF,208’209 PDGF,21° TGF-I3,2082 IGF,212 et VEGF.213 Ces réponses
sont associés à l’hypertrophie des CML vasculaires et des
cardiomyocytes.2 14,215
Au cours du développement de l’hypertension artérielle, des études chez le rat ont
démontré une augmentation de l’activité ERK et INK dans l’aorte associée à une
augmentation de la masse.216 D’autres études ont démontré que l’antagonisme
des récepteurs AT1 par le losartan atténue significativement l’augmentation de
l’activité ERK et INK dans ce modèle.217 Malgré une normalisation similaire de
la pression à celle du losartan, la nifédipine ne réduit pas aussi efficacement
l’activité de ces kinases.217 Ces résultats suggèrent que la modulation de
l’activité de ERK et JNK dans les vaisseaux de rats hypertendus est associée aux
récepteurs AI1 et partiellement dissociée de l’effet presseur.
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Dans un modèle d’hypertension rénovasculaire, une incidence élevée de cellules
polyploïdes à été observé dans la média aortique, suggérant que les niveaux
plasmatiques élevés d’AngII associés à ce modèle entraînent la synthèse d’ADN
dans les CML vasculaires.218 De plus, des études chez le SHR ont démontré que
le captopril réduit à la fois le volume des CML vasculaires et le nombre de
cellules polyploïdes aortiques.219 Dans ce même modèle, l’AngII entraîne aussi
des effets délétères au niveau cardiaque en stimulant la prolifération des
fibroblastes et l’hypertrophie de même que l’apoptose des cardiomyocytes via des
voies de signalisation de croissance telles que décrites précédemment.44’220’221
Aussi, des évidences démontrent que l’action de Angli sur son récepteur peut
entraîner la phosphorylation des résidus tyrosine intracellulaires et ainsi
transactivant le récepteur du facteur de croissance épidermique EGF.222 En fait,
l’inhibition de récepteur à l’EGF bloque l’activation de ERK, l’expression de c
fos, la synthèse protéique et la prolifération cellulaire induite par l’AngII.222’223
Outre la transactivation du récepteur à l’EGF, l’AngII induit la transactivation du
récepteur PDGF-3224 cependant les conséquences de cette transactivation ne sont
pas connues. D’ailleurs, les conséquences in vivo de la transactivation des
récepteurs des facteurs de croissance par l’AngII demeurent mal caractérisées.
Dans les CML et les fibroblastes, les effets du récepteur AT1 sur la croissance
cellulaire sont antagonisés par les récepteurs AT2 notamment à travers l’activité
de phosphatases interférant avec la voie ERK.225 Parmi ces phosphatases
associées aux récepteurs AT2, on retrouve MKP-2,226’227 SPP2A228 et SHP
1.229 Par ailleurs, dans les CML vasculaires transfectées avec le récepteur AT1, il
a été démontré que l’AngII via ce récepteur est associé à une diminution de
l’expression de c-fos.23° Chez le SHR, la surstimulation des récepteurs AT2 suite
à un traitement anti-hypertenseur avec le losartan inhibe la synthèse d’ADN in
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vivo. Ce phénomène est renversé lors de la co-administration d’un antagoniste
AT1,23’ suggèrant un rôle anti-proÏifératif pour les récepteurs AT1. Cependant, ce
rôle des récepteurs AT2 in vivo dans le remodelage est controversé car certains
groupes,232’233 mais pas d’autres,234’235 ont démontré qu’un antagoniste AT2
atténue la masse aortique dans différents modèles expérimentaux d’hypertension
et donc possèdent des effets pro-croissantes.
1.3.4.2. Effets sur la mort cellulaire
Tel que décrit ci-haut, l’AngII induit la prolifération cellulaire via les récepteurs
AT1. Parallèlement, dans des cultures de CML vasculaires, l’administration
d’AngII agit via un mécanisme impliquant les récepteurs AT1 pour bloquer la
mort cellulaire programmée induite par les donneurs de NO. Dans des CML
transfectées avec le récepteur AT2, la stimulation des récepteurs AT1 active la voie
ERK et inhibe l’apoptose induite par la déprivation en sérum tandis que la
stimulation du récepteur AT, inhibe l’activation d’ERK et potentialise l’apoptose.
Ces données suggèrent que le récepteur AT2 induit l’apoptose alors que le
récepteur AT1 l’inhibe. D’autre part, d’autres études ont démontré que l’infusion
d’AngII induit l’apoptose des CML par l’activation des deux sous types de
récepteurs à l’AngII. Dans le cas de l’apoptose médiée par AT1, celle-ci serait
secondaire à une poussée de croissance vasculaire.236 De plus, l’apoptose induite
par la stimulation sélective des récepteurs AT2 dans des cellules endothéliales
humaines en culture est associée à l’activation des caspases (enzymes impliquées
dans la mort cellulaire) et les donneurs du NO inhibent l’apoptose dans ces
cellules.237 Cependant, le NO induit l’apoptose des CML vasculaires via
l’augmentation du ligand Fas,238 cependant l’implication du GMPc dans ce
processus est controversée.239’240 D’autre part, des études sur les CML
humaines en culture montrent que l’apoptose induite par les cytokines passe par
des voies dépendantes et indépendantes du NO.241 In vivo, la stimulation des
récepteurs AT2 et l’inhibition de l’ECA ont été associées à une augmentation de la
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production de BK, NO et GMPc.242’243 Dans l’ensemble, ces études iii vitro
démontrent le rôle pro-apoptotique du récepteur AT2 et selon une perspective
physiologique, il a été suggéré que le récepteur AT2 agit comme antagoniste du
récepteur AT1 dans les processus de croissance/survie cellulaire.
Nos études chez le SI-W ont démontré que l’apoptose des CML aortiques induite
par les antagonistes AT1 était abolie lors de la co-administration d’un antagoniste
AT2 (PD123319); ce qui suggère que les récepteurs AT2 jouent un rôle pro
apoptotique dans ce type cellulaire in vivo (voir annexe231). De plus, une
augmentation de l’expression de la protéine pro-apoptotique Bax a été observé
dans des vaisseaux coronaires de SHR traités avec un iECA comparativement aux
animaux non-traités.244 Des travaux de notre laboratoire ont démontré que
l’apoptose cardiaque est augmenté par les bloqueurs AT1 et les iECA dans le
coeur du SHR. Dans le même modèle, ces mêmes médicaments préviennent
l’apoptose des cardiomyocytes à long terme.245248 D’ailleurs, des études ont
démontré des niveaux d’expression de Bax beaucoup plus élevés dans les
cardiomyocytes de SHR que de WKY249 et que cette surexpression de la protéine
Bax et l’apoptose des cardiomyocytes étaient atténuées par les antagonistes
AT1.249 Ceci démontre le rôle de l’AngII dans le contrôle de l’expression des
protéines régulant le processus apoptotique ainsi que l’effet cardioprotecteur des
antagonistes de la voie de l’angiotensine.
Dans les cultures de cardiomyocytes néonataux, l’induction de l’apoptose via le
récepteur AT2 implique l’inhibtion de la voie ERK par au moins deux
mécanismes, soit l’activation des phosphatases MKP-1 ou SHP-1. Par contre,
d’autres études ont rapporté que l’AngII induit l’apoptose dans les
cardiomyocytes en culture via une voie impliquant la PLC associée à l’activation
du récepteur AT1; un effet bloqué par le losartan.22° L’origine de ces
divergences au niveau du rôle des récepteurs AT1 et AT2 dans l’apoptose des
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cardiomyocytes demeure incertaine. Les caractéristiques des cellules et les
conditions expérimentales sont probablement responsables. De plus, le type de
kinase activée détermine soit la réponse hypertrophique ou apoptotique des
cardiomyocytes compte tenu du rôle central qu’occupent ces molécules dans le
relai de signaux de survie cellulaire in vitro et in vivo.250252
1.3.4.3. Régulation de la survie selon le type cellulaire
Dans l’ensemble, les données énumérées ci-haut démontrent que les effets de
l’AngII sur la croissance ou l’apoptose cellulaire semblent dépendre du type
cellulaire et du sous-type de récepteur à l’AngII. Les Tableaux II et III résument
les conséquences structurales cardiovasculaires d’une telle modulation
différentielle entre la croissance et l’apoptose. au cours de la pathologie et de la
thérapie.253
Tableau II: Rôle du récepteur AT1 selon les types cellulaires sur la croissance et
l’apoptose du système cardiovasculaire et les conséquences
structurales.
Types cellulaires Croissance Apoptose Conséquences structurales
Coeur
Cardiomyocytes t t Hypertrophie cardiaque, perte de
cardiomyocytes254’255
Fibroblastes t Hyperpiasie, fibrose256’257
Vaisseaux
CML t Hypertrophie, hyperplasie225’231
Endothéliales t t Dommage endothélial237’258
Le rôle des récepteurs AT2 dans les effets bénéfiques associés aux antagonistes
AT1 sont décrit dans le Tableau III.
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Tableau III : Rôle du récepteur AT2 selon les types cellulaires sur la croissance et
l’apoptose du système cardiovasculaire et les conséquences
structurales.
Types cellulaires Croissance Apoptose Conséquences structurales
Coeur
Cardiomyocytes t Modulation de l’hypertrophie cardiaque,
délétion de cardiomyocytes255
Fibroblastes t Inhibition de l’hyperplasie et de la
fibrose259
Vaisseatv
CML 1’ t Inhibtion de l’hypertrophie et de
1’ hyperplasie225’231
Endothéliales t Diminution du renouvellement
cellulaire237’260
En relation avec le Tableau III, le rôle du récepteur AI2 sur la croissance/survie
des cardiomyocytes semble être moins clair. Dans ces cellules, les récepteurs AI2
inhibent la synthèse protéique induite par l’endothéline in vitro et médient
l’apoptose des cardiomyocytes isolés des SHR, mais non pas des WKY.255
D’autre part, des études récentes ont démontré que la souris «knock-out» pour le
récepteur AI2 ne développe pas l’hypertrophie cardiaque suite à la coarctation
aortique ou l’infusion de l’AngII.261’262 Ainsi, ces divergences dans le rôle du
récepteur AT2 sur la croissance/survie des cardiomyocytes semblent êtres
dépendants du contexte.259 De plus, ces divergences de la fonction du récepteur
AI2 dans le contrôle de la croissance existent aussi pour d’autres types cellulaires.
Certaines études démontrent que le récepteur AT2 inhibe la croissance cellulaire et
induit l’apoptose dans des CML en culture,263 tandis que d’autres études
suggèrent que ce récepteur pourrait être impliqué dans la croissance de ces mêmes
cellules chez des animaux traités chroniquement avec des antagonistes
AT 23 2,233,2642
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Considérant que les niveaux d’expression des récepteurs AT1 et AT2 peuvent êtres
altérés dans la pathologie et la thérapie, il est possible de supposer que le ratio
d’expression de ces deux récepteurs joue un rôle dans la détermination de la
réponse cellulaire à l’AngII.
1.3.4.4. Effets sur la matrice extracellulaire
Dans les CML vasculaires en culture, l’AngII augmente la synthèse de collagène
de type I, III et V,265 fibronectine,265’266 thrombospondine,267 laminine,
ostéopontine et de tenascine.268’269 La surstimulation de la synthèse du
collagène par l’AngII chez les patients hypertendus en plus de la diminution de
l’activité des MMP270272 contribue potentiellement au développement de la
fibrose cardiaque. Par ailleurs, les iECA et les antagonistes AT1 diminuent
l’expression des sous types de collagène, de fibronectine et de la laminine, alors
qu’ils renversent l’atténuation de l’activité de la MIvW-1273276 ce qui contribue
à la suppression et régression de l’hypertrophie cardiovasculaire.
Les intégrines sont une famille de récepteurs d’adhésion des molécules de la
matrice extracellulaire impliquées dans la prolifération, migration et
différenciation cellulaire dans les conditions physiologiques et pathologiques. In
vitro, la stimulation des récepteurs AT1 augmente l’adhésion des CML vasculaires
aux protéines de la matrice tel que la fibronectine et le collagène. Aussi, il a été
démontré que les iECA et les antagonistes AT1 inhibent l’expression des molécule
d’adhésion ICAM-1, VCAM-1, la protéine chimiotactique MCP-1, et la E
sélectine,27728’ démontrant l’implication de l’AngII dans la réponse migratoire
et proliférative.
1.3.4.5. Effets sur la contractilité vasculaire
L’AngII via le récepteur AT1 entraîne une augmentation du calcium intracellulaire
à travers les effecteurs dont la PLC, l’1P3, DAG et PKC produisant une
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vasoconstriction. Des études ex vivo dans des bains d’organes isolés à partir de
carotides de rat dénudées d’endothélium ont démontré que l’AngI et/ou l’AngII
induisent des contractions croissantes en fonction de la dose administrée et
semblent avoir des affinités apparentes similaires.’88’282 Ceci suggère que
l’ECA tissulaire n’est pas une étape limitante dans la génération d’AngII dans la
média. Les niveaux d’expression de l’ECA varient d’un vaisseau et d’une espèce
à l’autre. Dans les vaisseaux endommagés, il y a une surexpression de l’ECA et
des récepteurs AT1 ce qui permet de potentialiser les effets vasconstricteurs de
1’AngII. Par ailleurs, cette potentialisation de la réponse vasoconstrictrice est
possiblement modulée par la vasodilatation associée aux récepteurs AI1 qui sont
aussi surexprimés dans ces vaisseaux endommagés.283 Cette réponse
vasodilatatrice associée aux récepteurs AT1 est plus évidente lorsque les
récepteurs AI1 sont bloqués.
1.3.4.6. Effets sur I’endothélium
L’endothélium est une monocouche cellulaire sur le muscle lisse qui joue un rôle
de tampon entre le sang et la paroi vasculaire. Elle est impliquée dans la
modulation du tonus vasculaire et assure les réponses de vasorelaxation par sa
production du médiateur clé de endothélium le NO réalisé à travers l’activité de sa
synthétase eNOS constitutive.
Les deux sous-types de récepteurs de l’AngII sont présents au niveau de
l’endothélium, par contre le récepteur AT1 est prédominant.260 L’activation du
récepteur AI1 par l’AngII induit la libération du calcium intracellulaire ce qui
active la eNOS et entraîne la génération de NO. Alternativement, l’activation du
récepteur AI2 induit l’activation de la kininogénase et la production de BK qui
elle active la eNOS et entraîne la production de NO via les récepteurs
endothéliaux. Par conséquent, l’AngII peut avoir des effets contractiles directs sur
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le muscle lisse, mais en présence d’endothélium sain ou fonctionnel elle entraîne
une vasodilatation.284
1.3.4.6.1. Métabolisme de l’oxygène
Le métabolisme de l’oxygène par les cellules génère des médiateurs
intracellulaires, dont le NO ainsi que des ROS, assurant la transmission de divers
signaux. Plusieurs ROS délétères possèdent des électrons non-pairés et sont des
radicaux libres d’oxygène e.g. l’anion superoxyde (02-), le radical hydroxyl (HO)
et les lipides oxydés. Les autres ROS tel le peroxyde d’hydrogène (H,02), le
peroxynitrite (ONOO-) et l’acide hypochioreux (HOCI) ne sont pas des radicaux
libres en soi, cependant elles contribuent à l’oxydation.285 Les trois mécanismes
antioxydants endogènes sont le superoxyde dismutase (SOD), qui convertit le 02-
en H202, la catalase, qui réduit H202 en eau, et le glutathion réduit (GSH) qui
représente une voie alternative pour la réduction du H20,. De plus, il existe des
voies alternatives générant le 02- tel le système NADHINADPH oxidase sous
l’influence de l’AngII et la xanthine oxydase (XO).
Sous les conditions physiologiques basales, la formation ainsi que l’élimination
de médiateurs pro-oxydants sont en équilibre. Cependant, un déséquilibre au
niveau des médiateurs pro-oxydants générés et les réserves antioxydants de la
cellule engendre une condition pathologique nommé stress oxidatif 16
1.3.4.6.2. Stress oxydatif
L’AngII active le système NADWNADPH oxydase et induit la production de
radicaux libres. Dans les CML en culture, l’AngII stimule via ce système la
production de H202, la synthèse d’ADN et protéique ainsi que la phosphorylation
des MAP kinases rédox-sensibles tels ERK5, JNK et p38.286288 D’autres études
faites sur des CML vasculaires provenant de patients hypertendus ont démontrées
que l’AngII augmente le stress oxidatif par une voie PLD-dépendante et
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impliquant le système NADWNADPH oxydase.287’289 L’infusion d’AngII in
vivo chez le rat double la production de 02- dans l’aorte via l’activation du
système NADHINADPH oxydase par un mécanisme dépendant des récepteurs
AI1 mais pression indépendante.147 De plus, il a été démontré que le pré-
traitement au losartan chez des rats infusés à l’AngII diminue l’activation du
système NADH]NADPH oxydase et réduit subséquemment le taux de production
de 02.290 Pris dans leur ensemble, ces évidences suggèrent que l’AngII, par
l’intermédiaire de son récepteur AT1 induit la production de ROS in vitro et in
vivo puis stimule l’hypertrophie cellulaire en partie par l’activation de la voie
PLD et des kinases dans les CML. L’activité augmentée de la NADPH oxydase
dans l’hypertension induite par l’AngII est due à une régulation à la hausse de la
NADPH oxydase par une augmentation de la transcription de l’ARN du p220x;
une composante cruciale de l’oxydase.291 Récemment l’implication de c-Src a
été démontré dans cette régulation à la hausse du contenu protéique de la
p22phox.292 Le rôle central occupé par la NADPH oxydase dans la dysfonction
endothéliale et l’hypertrophie vasculaire dans l’hypertension est bien établi. De
plus l’existence de polymorphismes du gène de la p220x ont été suggéré. Ce
nouveau marqueur potentiel du stress oxydatif pourrait expliquer la régulation
anormale de l’oxydase dans la pathologie.
1.3.4.6.3. Survie cellulaire
Il a été suggéré que le NO produit par la réaction catalytique de la eNOS sur la L
arginine limite la croissance vasculaire des CML, ce qui suppose qu’une
diminution de la biodisponibilité du NO, une caractéristique de la dysfonction
endothéliale, pourrait favoriser l’hypertrophie vasculaire. La régulation de la
balance entre la croissance et la mort selon les types cellulaires en réponse a un
même stimulus n’est pas limitée à l’AngII, tel que nous avons décrits ci-haut à la
section 1.3.4.3.. En fait, des études in vitro ont démontré que les ROS tel le 02-
induit l’apoptose des cardiomyocytes via une voie p53 dépendante,293’294 et que
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d’autre part, le 02- augmente la croissance/survie des CML et des
fïbroblastes287’294298, un effet qui d’ailleurs peut être induit par l’AngIL299
En fait, il existe une relation entre le niveaux de glutathione et la prolifération des
CML.30° Par ailleurs, le NO stimule l’effet opposé en induisant l’apoptose dans
les CML et les fibroblastes via des voies GMPc dépendantes et
indépendantes.301-304 De même, 02- induit l’apoptose des cardiomyocytes via
une voie p53 dépendante.293’294 Aussi, plusieurs stimuli incluant l’étirement
mécanique, les cytokines et la stimulation Œ-adrénergique peuvent induire
l’apoptose via un mécanisme ROS-dépendant. Dans l’ensemble, ces études
suggèrent que la balance entre les ROS et le NO est un déterminant majeur du
contrôle de la survie/prolifération cellulaire du système cardiovasculaire. Compte
tenu de cette premisse, l’état de l’endothélium (normal ou dysfonctionnel) serait
le «réostat» du contrôle de la survie cellulaire.
La Figure 3 schématise ceci en démontrant que dans un endothélium sain, le NO
stimule l’apoptose en plus de diminuer la croissance des CML. D’autre part, un
endothélium dysfonctionnel, pouvant être causé entre-autre par une déficience du
cofacteur essentiel de la eNOS le BH4 (voir section 1.1.5.2.3.) serait une condition
qui privilégierait le H2O2 et son effet pro-apoptotique et pro-croissance sur les
cardiomyocytes et les CML respectivement. De ce fait, le stress oxydatif
vasculaire due au débalancement de la fonction endothéliale contribue à la
pathophysiologie des maladies cardiovasculaires. La perte de la balance entre la
croissance et la mort cellulaire se retrouve à la base des complications associées à
la morbidité cardiovasculaire dans l’hypertension.
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Figure 4: Balance croissance/apoptose cellulaire dans endothélium normal et
dysfonctionnel.
1.3.4.6.4. Tonus vasculaire
Les ROS modulent la fonction endothéliale, le tonus et la structure du système
vasculaire. Les ROS causent une vasoconstriction aortique isolée via l’activation
de la voie ERK.305 D’autre part, T-1202 induit une relaxation dans des coronaires
ex vivo précontractées. En fait, H202 peut médier des relaxations vasculaires
dépendantes de l’endothélium, cependant une exposition continue de T-1202
endommage la couche de cellules endothéÏiale.306 Par ailleurs, l’anion 02 induit
la contraction des CML307 cause une perte d’intégrité de l’endothélium308 et
réagit avec le NO (médiateur vasorelaxant par excellence) pour former le ONOO
qui entraîne une diminution du NO et de ce fait la capacité de relaxation
artérielle.309
1.3.4.6.5. Effets pathophysiologiques
Les ROS régulent l’activité des MIVIP et le remodelage de la matrice
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associés au remodelage ventriculaire et donc représente un signal important dans
le développement de la défaillance cardiaque. Aussi, le ONOO- formé à partir de
l’action oxydante du 02 sur le NO est responsable du dommage vasculaire310 en
causant l’oxydation des protéines, de l’ADN et des lipides des CML.311
Les ROS sont pro-inflammatoires et stimulent la migration des monocytes et
oxydent les LDL compromettant la fonction endothéliale vasculaire.312 De plus,
l’AngII se co-localise avec les macrophages, augmente leur capacité à accumuler
ces LDL oxidés313 et induit les cytokines et chémokines impliquées dans
l’inflammation, favorisant la maladie athérosclérotique et la formation
d’anévrismes.314 Dans différents modèles in vivo, les iECA et antagonistes AI1
atténuent le développement de l’athérosclérose en diminuant le contenu aortique
en cholestérol et l’oxydation des lipides en diminuant le stress oxydatif.
1.3.5. Applications cliniques du blocage du SRA
Depuis la fin des années 70, le SRA est devenu un système effecteur très étudié
dans la pathologie cardiovasculaire du fait qu’il s’est avéré une cible
thérapeutique extrêmement intéressante. Au cours des dernières années
l’utilisation des agents inhibiteurs de la voie de l’AngII particulièrement les iECA
et les antagonistes AI1 a pris beaucoup d’ampleur dans le traitement de
l’hypertension artérielle. La popularité de ces agents est principalement
attribuable à leurs effets protecteurs cardiovasculaires en plus de leur efficacité à
diminuer la pression artérielle.
Le principal mécanisme d’action antihypertenseur des iECA est la réduction des
niveaux d’AngII circulants ce qui mène à une diminution de l’action
physiologique de ce peptide. En plus de catalyser la formation de l’AngII, l’ECA
(ou kininase II) catalyse la dégradation de la BK.3 15 La BK favorise la
vasodilatation en stimulant la production de métabolites d’acides arachidoniques,
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de NO et le facteur hyperpolarisant dérivé de l’endothélium vasculaire34 à travers
l’activation les récepteurs B2 de l’endothélium vasculaire.316 Vu que l’ECA est
identique à la kininase II, les iECA peuvent théoriquement potentialiser l’effet
direct des kinines endogènes. De plus, la BK produit la natriurèse via des effets
directs sur le rein.317 Un autre mécanisme bénéfique à plus long terme des iECA
serait l’inhibition des actions trophiques de l’AngII. De même, les iECA
diminuent le stress oxydatif en atténuant l’activité de la NADPH oxydase et aussi
en diminuant le stress causé par la haute pression sur l’endothélium ce qui
augmente la production de ROS et les effets trophiques attribués à ceux-ci. Ainsi,
les iECA peuvent prévenir ou induire une régression structurale ventriculaire ou
vasculaire contribuant au maintien de la réduction de la pression artérielle en plus
de réguler l’équilibre entre les propriétés vasodilatatrices et natriurétiques, et les
propriétés de rétention sodique de l’AngTI.
Les antagonistes AT1 inhibent les effets contractiles de l’AngII sur les
préparations de CML vasculaires iïz vitro, et in vivo elles préviennent ou
renversent tous les effets pressives et trophiques connus de l’AngII. L’utilisation
des antagonistes des récepteurs AT1 est associée à une augmentation du niveau
d’AngII circulante ce qui entraîne la stimulation sélective des récepteurs AT2 qui
semble être responsable des effets protecteurs au niveau vasculaire entre-autre via
l’inhibition de la croissance et la stimulation de l’apoptose des CML vasculaire
(voir annexe231).
1.4. APOPTOSE: DÉFINITION ET IMPLICATIONS THÉRAPEUTIQUES
Dans le coeur et les vaisseaux normaux, comme dans tous les tissus, il y a une
homéostasie cellulaire, c’est-à-dire un équilibre entre la prolifération et la mort.
La mort cellulaire par apoptose peut être modulée par divers facteurs endogènes et
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exogènes dont certains agents thérapeutiques. Un déséquilibre dans l’homéostasie
cellulaire d’un tissu peut entraîner des conséquences physiologiques importantes
qui sont sous-jacentes au développement de diverses pathologies dont le
remodelage cardiovasculaire précédemment abordé. Dans le but d’élaborer de
meilleures stratégies thérapeutiques, il est essentiel de comprendre les
mécanismes pathophysiologiques cellulaires impliqués dans le dommage aux
organes cibles de l’hypertension.
1.4.1. Définition, critères morphologies, biochimiques et biocascade
1.4.1.1. Description
L’homéostasie de tous les organismes multicellulaires dépend à la fois de la
capacité des organismes à produire de nouvelles cellules, mais aussi de la capacité
des cellules à mourir lorsqu’elles sont superflues ou dysfonctionnelles.31832°
Cette capacité des cellules à mourir ou s’autodétruire lorsque nécessaire est
communément appelée la mort celtitiaire programmée. Par opposition à tout autre
type de mort, la mort cellulaire programmée est un processus actif mettant en
action le métabolisme propre de la cellule. La programmation de la mort suppose
l’existence de gènes spéciaux, les thanatogènes,321 qui contrôlent l’expression
des protéines responsables de la mort aux moments précis. Il existe actuellement
dans la littérature, diverses formes de mort cellulaire programmées ainsi que
divers termes pour les décrire. Par contre, il a été suggéré que le terme apoptose
soit défini comme la mort cellulaire programmée dépendante de l’activation des
caspases. 322
En conditions normales dans des tissus non-pathologiques humains ou animaux,
l’apoptose est présente à de faibles niveaux et agit en contrepartie essentielle à la
prolifération cellulaire afin de maintenir l’homéostasie du tissu.318 Par exemple,
l’apoptose a été documentée au cours du développement embryonnaire, lors du
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remodelage physiologique post-natal,323 dans la maturation néonatale normale
du ventricule droit,324 durant le vieillissement 325 etc. Au cours de la dernière
décennie, la recherche en santé dans plusieurs domaines a permis d’établir une
association entre diverses pathologies humaines et des dérèglements du processus
apoptotique. Une augmentation de l’apoptose est associée à une rarefaction
(tissulaire et/ou cellulaire) caractéristique de certaines maladies
neurodégénératives tels l’Alzheimer, le Parkinson et la sclérose latérale
amyotrophique, dans des désordres immunitaires, dans la pathogénie associée
avec la morbidité cardiaque e.g. la perte de neurones contribuant aux problèmes
de conduction,324 la perte de cardiomyocytes contribuant à la défaillance
cardiaque326328 ainsi que dans des épisodes d’ischémie-reperffision, d’infarctus
de myocarde, d’AVC,320 etc. Par ailleurs, une diminution ou une irihibition des
taux d’apoptose est associée à l’hypeiplasie cellulaire présente dans certaines
maladies auto-immunes, divers types de néoplasies329’330, dans l’adaptation à







figure 5 : Modulation de l’équilibre prolifération! apoptose cellulaires et les
répercutions au niveau de la structure tissulaire.
70
Le processus apoptotique peut être initié par un régulateur interne à la cellule, ou
par des agents extracellulaires dont les cytokines, les hormones, divers agents
chimiques etc. L’apoptose est un phénomène extrêmement rapide compte tenu
que la cellule démontre des aspects macroscopiques caractéristiques à ce
processus seulement quelques minutes suite à l’induction du stimulus de
mort.332’333 et que les corps apoptotiques marquant la culmination du processus
demeurent dans le tissu pendant quelques heures si elles ne sont pas phagocytés
immédiatement (voir section 1.4.1.2.).
La connaissance des voies de signalisation et des molécules impliquées dans les
processus apoptotiques de ces diverses pathologies entraîne l’élaboration ou
l’amélioration de stratégies thérapeutiques.
1.4.1.2. Critères morphologiques
Dans un tissu normal, l’apoptose atteint habituellement quelques cellules
isolées.334 La description initiale de l’apoptose a été basée sur des critères
morphologiques observés en microscopie principalement sur des cellules en
culture.335 Généralement, lorsqu’un ou des signaux de mort par apoptose sont
reçus, la cellule subit une série de changements morphologiques qui peuvent êtres
divisés en trois étapes, 333
La première étape est caractérisée par une altération nucléaire et cytoplasmique.
La chromatine des cellules apoptotiques se condense pour former un croissant
homogène plus ou moins volumineux. Dans le cytoplasme, les organelles
particulièrement les mitochondries, les filaments du cytosquelette et les ribosomes
libres, se rapprochent et s’agglomèrent. Par contre, à ce stade, le réticulum
endoplasmique et les mitochondries restent intacts,336 contrairement à la nécrose
où il y a des évidences de profondes altérations morpho-fonctionnelles
(gonflement) des organelles.(Figure 5335)
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La seconde étape est marquée par l’apparition d’un créneau dans la membrane
nucléaire caractéristique de la fragmentation nucléaire et cytoplasmique qui
entraîne la formation de fragments cellulaires reliés les uns aux autres par des
ponts cytoplasmiques.333’337 À cette étape, le volume cellulaire est
considérablement diminué alors que la densité est augmentée. La membrane
plasmique est déformée donnent l’apparence de bourgeonnement (phénomène de
«blebbing »).333,337 Les fragments cellulaires appelés corps apoptotiques se
détachent les uns des autres et sont phagocytés par des macrophages ou des
cellules voisines.334
La troisième étape est caractérisée par la dégradation des corps apoptotiques.
Cette dégradation entraîne des lésions de la membrane plasmique ayant pour
conséquence une destruction des reliquats cytoplasmiques et nucléaires par les
cellules phagocytaires.333’337 La disparition des corps apoptotiques n’est
accompagnée d’aucune réaction inflammatoire lymphocytaire, phénomène de
fibrose ce qui distingue encore une fois l’apoptose de la nécrose.333’334’337
1.4.1.3. Critères biochimiques
L’apoptose dans des tissus ou dans des cultures cellulaires peut être évaluée par
des critères morphologiques tels que mentionné ci-haut, par contre l’évaluation de
certains critères biochimiques sont essentiels à l’identification de l’apoptose, dont
les mieux caractérisés sont décrits ci-dessous.
L’expression des phosphatidylsérines à la surface de la membrane plasmique des
cellules apoptotiques permettrait aux cellules voisines et aux macrophages de
reconnaître et de phagocyter les corps apoptotiques. Les phosphatidylsérines sont
des phospholipides membranaires normalement exprimées à la surface interne de
la membrane cytoplasmique. Par contre, lors du remaniement de la membrane
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cytoplasmique associé aux changements morphologiques dans les cellules
apoptotiques, il y a extériorisation des phosphatidylsérines.338
Les transglutaminases sont des enzymes cytoplasmiques dépendantes du calcium
et responsables des modifications ultra structurales du cytoplasme lors du
processus apoptotique (agglomération des organelles et augmentation de la
densité cellulaire) et de la formation des corps apoptotiques.330’339
L’activation des caspases est un critère biochimique dans la définition actuelle du
terme apoptose. Les caspases sont une famille de protéases à cystéine, qui clivent
leur substrats au niveau d’un résidu aspartate. Ces enzymes dont quatorze
homologues humains ont été identifiés jusqu’à présent sont exprimées de façon
constitutive sous forme de zymogènes dans tous les types cellulaires des
organismes multicellulaires. Les caspases sont responsables d’une protéolyse
cellulaire hautement spécifique34° (voir section 1.4.1.6.).
La fragmentation intemucléosomale de l’ADN est une fragmentation spécifique
par une endonucléase en gros fragments (20-50 kpb) suivi par une fragmentation
en petits fragments, soit des segments de 180 paires de bases nucléiques ou en
leurs multiples.341 Sur le plan biochimique, la fragmentation internucléosomale
de l’ADN correspond au remaniement de l’ADN observé au cours de la
condensation de la chromatine. En 1980, Wyllie a été Je premier à rapporter que la
migration sur gel d’agarose de l’ADN extrait de thymocytes apoptotiques avait un
aspect en échelle d’où le terme «DNA laddenng »337 (voir section 1.4.1.8.).
1.4.1.4. Apoptose versus nécrose
La mort cellulaire accidentelle à laquelle le terme nécrose fait référence est très
différente de la mort cellulaire programmée par apoptose. Par opposition à
l’apoptose, la nécrose est considérée comme une mort cellulaire non-
73
physiologique. La nécrose est caractérisée par des changements irréversibles au
niveau du noyau et du cytoplasme: condensation, perte de structure et
fragmentation aléatoire. Elle est défmie selon une série de critères spécifiques
dont le gonflement des organelles (particulièrement de la mitochondrie) ainsi
qu’une augmentation de la perméabilité membranaire. Ceci à pour conséquence le
déversement du contenu cellulaire dans le milieu extracellulaire entraînant une
réaction inflammatoire. Ce type de mort cellulaire est généralement engendré lors
d’ischémie ou par des agents toxiques qui interférent avec la perméabilité
membranaire. La figure 5 ci-dessous schématise les différences morphologiques
entre l’apoptose et la nécrose, tandis que le Tableau IV résume les principales
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figure 6 : Schématisation des différences morphologiques: apoptose vs nécrose.
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Tableau TV : Comparaison entre la mort cellulaire par apoptose et par nécrose
Apoptose Nécrose
Condensation de la cellule Gonflement de la cellule
Peu de gonflement de la mitochondrie Gonflement de la mitochondrie
Intégrité membranaire intacte initialement Perte de l’intégrité membranaire
Dégradation de l’ADN en oligonucléosomes Dégradation aléatoire de l’ADN
Absence ou peu d’inflammation Réponse inflammatoire importante
1.4.1.5. Biocascades cellulaires de l’apoptose : la phase d’initiation
Le processus apoptotique peut être subdivisé en quatre phases :l’initiation, le
contrôle, l’exécution et la dégradation. L’ensemble de la cascade apoptotique
ainsi que les différentes molécules impliquées dont les molécules pro et anti
apoptotiques sont résumées à la Figure 6257,342-345 et dans le Tableau V.
La phase d’initiation est induite par un ou plusieurs signaux reçus par la cellule.
Parmi les mécanismes initiateurs ou déclencheurs du processus apoptotique, on
retrouve le stress (oxydatif, mécanique, thermique, etc.), les erreurs dans la
séquence d’ADN, la déprivation en facteurs de croissance, les glucocorticoïdes,
les radiations ionisées, les dommages tissulaires etc. Les deux voies majeures de
signalisation sont la voie associée aux récepteurs de mort et la voie
mitochondriale.
1.4.1.5.1. Voie associée aux récepteurs de mort
La voie de signalisation du ligand Fas est utilisée comme modèle pour illustrer la
signalisation associée aux récepteurs de mort. Fas est un membre de la famille des
récepteurs de mort dans laquelle on retrouve également les récepteurs de la
cytokine TNF (« Tumor necrosis factor »). Tous ces récepteurs partagent un
même motif de signalisation cytoplasmique appelé le domaine de mort (« death
domain »).342 Les récepteurs de mort ne contiennent pas de motifs à activité
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kinase ou phosphatase intrinsèque, ce qui suggère que leur voie de signalisation
implique le recrutement de protéines intracellulaires326 dont les protéines
contrôlant la libération ou la génération de céramides (lipides complexes de la
membrane plasmique) ainsi que des complexes impliquant les caspases à long
pro-domaine et dont la formation est responsable de la phase d’exécution de
l’apoptose.346 Il a été rapporté que la stimulation du récepteur AT2 de 1’Angll est
associée à une synthèse de novo de céramides347’348 et que les récepteurs AT1
de l’AngII induisent l’apoptose dans les CML vasculaires in vivo.23’ La
signalisation de la voie Fas implique l’assemblage d’un complexe comprenant les
pro-caspases $ et 10, agissant comme agents initiateurs de la cascade apoptotique.
1.4.1.5.2. Voie mitochondriale
Auparavant considéré comme un amplificateur du processus apoptotique,349351
on attribue maintenant à la mitochondrie un rôle initiateur dans l’apoptose dans
certains cas.352’353 Contrairement aux signaux apoptotiques empruntant la voie
des récepteurs de mort et nécessitant la formation de complexes au niveau du
récepteur membranaire, les signaux tel que les dommages à l’ADN causés par les
agents chimiothérapeutiques ou les radiations ionisantes induisent la formation de
complexes cytoplasmiques dépendant du cytochrome c. Le cytochrome c que l’on
retrouve habituellement au niveau de l’espace intermembranaire de la
mitochondrie est relâché dans le cytoplasme suite à l’intégration de signaux
apophatiques impliquant les protéines de la famille des Bd-2. Les mécanismes
connus jusqu’à présent responsables de la relâche du cytochrome c incluent une
interaction entre la mitochondrie et des protéines pro-apoptotiques homologues à
Bd-2, l’ouverture des pores de transition de la perméabilité mitochondriale, le
gonflement et la rupture de la membrane mitochondriale ou la présence de canaux
spécifiques au cytochrome c au niveau de la membrane externe.
L’ancrage de protéines pro-apoptotiques de la famille de Bd-2, dont Bax et Bid
via des domaines lipidiques dans leur structure est responsable de la formation de
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pores dans la membrane externe de la mitochondrie. Une fois le cytochrome c
libéré, il s’associe avec la pro-caspase 9 et Apaf-1 pour former l’apoptosome.352
La caspase 9 agit ensuite comme agent initiateur de la cascade des caspases dans
la phase d’exécution de l’apoptose. Il est à noter que les voies de signalisation
associées aux récepteurs de mort et à la mitochondrie peuvent interagir.
1.4.1.6. Activatîon des caspases la phase d’exécution
Les voies de signalisation associées aux récepteurs de mort ou à la mitochondrie
convergent vers la formation de complexes intégrant les caspases 8, 10 et 9,
respectivement. Une fois activées, qu’elles soient associées à la voie des
récepteurs de mort ou mitochondriale, les caspases initiatrices convergent toutes
vers un même point l’activation des caspases effectrices dont la caspase 3, qui
constitue la phase de non-retour dans le processus apoptotique.
Les caspases possédant un résidu cystéine à l’intérieur d’une séquence peptidique
spécifique. Cette séquence permet à ces protéases de cliver leur substrat de façon
spécifique au niveau des résidus aspartate. C’est la nature des acides aminés
entourant le résidu aspartate qui détermine la sélectivité des protéases pour les
substrats. Une caractéristique importante des caspases, c’est que ces protéases
sont exprimées de façon ubiquitaire sous forme de pro-enzymes dans tous les
types cellulaires. L’activation nécessite un clivage protéolytique des caspases à
des sites spécifiques et généralement, ces mêmes sites sont des substrats pour les
caspases. Par conséquent, les caspases sont des enzymes qui peuvent s’activer
entre elles, ou s’autoactiver en format des hétéro- ou des homo-dimères,
respectivement. La protéolyse associée aux caspases entraîne aussi à l’activation
d’enzymes nécessaires au processus apoptotique dont les endonucléases tels que
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f igure 7: Schéma récapitulatif des voies apoptotiques. Adapté de Couzinet et al.
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1.4.1.7. L’inhibition de l’apoptose: la phase de contrôle
Si toutes les cellules ont les outils nécessaires pour développer le processus
apoptotique, elles possèdent aussi des molécules pour l’inhiber. Les inhibiteurs du
processus apoptotique sont regroupés en trois classes, soient les protéines
d’origine virales telle que CrmA, p35, IAP et FLIP, les membres de la famille
Bd-2 et les peptides synthétiques (e.g. z-VAD-fmk, YVAD-fmk, Ac-DEVD
fmk).349 De plus, il existe maintenant des inhibiteurs non-peptidiques de
caspase.354’355
Le contrôle de l’apoptose associée à la voie des récepteurs de mort est ciblé au
niveau de l’activation des caspases particulièrement des caspases 8 et 10. Le
CrmA (« cytokine response modifier A ») se lie aux sites actifs des caspases et
entraîne leur inhibition. CrmA est un inhibiteur efficace de l’apoptose induite par
la voie des récepteurs de mort Fas. 356,357
L’apoptose médiée par la voie mitochondriale peut être contrôlé soit au niveau de
l’intégrité membranaire de la mitochondrie ou au niveau de l’activation de la
caspase 9. La famille des protéines Bd-2 joue un rôle important au niveau de la
phase de contrôle de l’apoptose.358 Les membres de cette famille peuvent êtres
divisés en deux groupes. La première catégorie comprend les protéines anti
apoptotiques ou antagonisant la mort cellulaire (Bd-2, Bdl-xL, Bd-w, Bfl-2, Brag
1, Mcl-i et Ai), alors que la seconde catégorie englobe les protéines pro
apoptotiques (Bax, Bak, Bcl-x, Bad, tBid, Bik).351 La réponse de la cellule à
certains signaux initiateurs d’apoptose est déterminée par le ratio entre les
protéines pro-apoptotiques et anti-apoptotique. Le «rhéostat» de la vie/mort
cellulaire est déterminé en partie par la dimérisation compétitive de paires
spécifiques de protéines pro- et anti-apoptotiques, lesquelles s’associent elles
mêmes ou avec Bd-2.35’ Du point de vu mécanistique, les protéines de la famille
Bd-2 exercent un contrôle du processus apoptotique via l’intégrité de la
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membrane mitochondriale qu’elles peuvent soit maintenir ou perturber. Un
surplus de protéines pro-apoptotiques entraîne la perturbation de l’intégrité
membranaire de la mitochondrie suite à leur ancrage permettant la relâche de
cytochrome c.35936’ De plus, il a été suggéré que la signalisation via les
récepteurs des facteurs de croissance et les cascades de kinases influencent la
phosphorylation des protéines de la famille Bd-2. La phosphorylation de Bd-2
empêche ces protéines de dimériser et donc affecte le rhéostat de mort cellulaire.
1.4.1.7.1. Inhibiteurs généraux de caspases
Les inhibiteurs généraux des caspases comprennent des inhibiteurs naturels et
synthétiques. Il existe des inhibiteurs naturels qu’on retrouve dans la cellule en
temps normal. Le p35 est une protéine virale dont la fonction principale semble
être l’inhibition du processus apoptotique dans les cellules suite à une infection.
Les caspases reconnaissent le p35 comme un substrat et une fois clivé, le p35 se
dissocie très lentement ou pas du tout du site actif des caspases entraînant ainsi
leur inhibition.
Les peptides synthétiques ont un mode d’action similaire; ils se fixent au niveau
du site catalytique des caspases actives où ils bloquent l’accès aux substrats
endogènes inhibant ainsi l’activité enzymatique. Ces inhibiteurs sont
généralement des tripeptides ou tetrapeptides tels le z-VAD-fmk et le YVAD
fmk.
Diverses compagnies pharmaceutiques consacrent beaucoup d’efforts à l’heure
actuelle au développement d’inhibiteurs sélectifs des caspases avec un but
thérapeutique. Ces efforts ont permis le développement d’une nouvelle génération
d’inhibiteurs de caspases non-peptidiques.354’355 Cette nouvelle classe d’agents
semble très prometteuse quant à la spécificité et la sélectivité pour les diverses
caspases.
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1.4.1.8. La fragmentation de l’ADN: la phase de dégradation
La fragmentation spécifique de l’ADN chromosomique est la conséquence de
l’activation des DNAses par les caspases. Ceci est un phénomène spécifique au
processus apoptotique entraînant la génération de gros fragments (20-50 kpb)
suivi d’oligomères de grosseur proportionnels à celle d’un nucléosome (environ
180 paires de bases) et de ses multiples.337’341’362 Il a été démontré que la
fragmentation internucléosomale de l’ADN dépend de deux molécules qui
interagissent ensemble, soient la CAD («caspase-activated DNAse ») et son
inhibiteur ICAD. Les données actuelles suggèrent que ces deux protéines existent
sous forme de complexe. Lors de la cascade d’activation des caspases dont la
caspase 3 clivent ICAD pour libérer CAD, laquelle est transloquée au noyau où
elle dégrade l’ADN chromosomique.363 Comme ICAD inhibe sélectivement
CAD et qu’elle n’a aucun effet inhibiteur sur les DNAse I et II, il a été suggéré
que la CAD soit responsab)e de la dégradation de l’ADN associée au processus
apoptotique.
D’autres DNAses sont aussi impliquées dans certaines circonstances.363 La
protéine humaine DFF est constituée de deux sous-unités (45K et 40K) et cause la
fragmentation de l’ADN dans des cellules stimulés avec la caspase 3. De plus, la
protéine p53, le produit d’un gène supresseur de tumeur est essentielle à
l’induction du processus apoptotique initié par des signaux de dommages à
l’ADN chromosomique. La protéine p53 se lie à l’ADN et induit la transcription
d’un gène codant la protéine CDK2 (« cyclin-dependant kinase 2 »), aussi
impliquée dans le cycle cellulaire. CDK2 empêche la progression du cycle
cellulaire de la phase G1 à S et par conséquent, empêche la réplication de l’ADN
endommagé. La conséquence de cet arrêt du cycle est soit une période prolongée
en phase G1 (possibilité de réparation des dommages à l’ADN), ou la mort de la
cellule par apoptose si les dommages chromosomiques ne peuvent êtres réparés.
$1
Un déficit de p53 induit des effets similaires à ceux qui sont associés à la
surexpression de Bd-2.
Tableau V: Résumé des molécules pro-apoptotiques et leur contrepartie anti
apoptotiques lorsque applicable.
Molécules pro-apoptotiques Molécules anti-apoptotiques
Ligand Fas
Céramide
Caspases 8 et 10 CrmA
Caspase 9






Suite à la formation des corps apoptotiques, les cellules sont phagocytées par des
macrophages ou par des cellules avoisinantes. Les corps apoptotiques sont
désassemblés et leurs unités chimiques sont réutilisées par les cellules
phagocytaires. Pour favoriser le mécanisme d’élimination cellulaire, les cellules
apoptotiques ont une altération de leur chimie de surface, c’est-à-dire des
phospholipides, notamment les phosphatidylsérines, exprimées à la surface
externe de leur membrane plasmique, permettant aux cellules phagocytaires de les
reconnaître.
1.4.2. Méthodes pour évaluer l’apoptose
Plusieurs techniques ont été mises au point pour détecter et mesurer l’apoptose.
Celles-ci ont recours à différentes caractéristiques du processus apoptotique et
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peuvent être appliquées sur des cellules en culture ou sur des tissus animaux ou
humains. Nous parlons ainsi des méthodes morphologiques, basées sur le
marquage de l’ADN fragmenté et sur la détection de protéines apoptotiques.
1.4.2.1. Méthodes morphologiques
L’analyse qualitative et visuelle à l’aide de la microscopie optique et/ou
électronique permet la visualisation des changements morphologiques des
cellules. Cette méthode permet la distinction entre les cellules apoptotiques et
nécrotiques.
1.4.2.2. Méthodes basées sur le marquage de l’ADN fragmenté
Tel que discuté dans les sections précédentes, le processus apoptotique est
accompagné d’un clivage enzymatique de l’ADN entre les nucléosomes générant
des fragments de multiples d’approximativement 180 paires de base. Les bouts 3’-
OH de ces fragments peuvent êtres marqués en utilisant l’enzyme terminal
déoxynucléotidyltransférase (tdt), à partir de l’ADN extrait de tissus ou in situ sur
des coupes histologiques (essai TUNEL « tdt-mediated dUTP nick-end
labeling »). À partir de l’ADN extrait, les fragments sont marqués avec un
nucléotide radioactif et sont séparés sur gel d’agarose pour démontrer un profil
typique à l’apoptose, soit un motif d’échelle connu sous le nom de «DNA
laddering », permettant une quantifiaction relative de l’apoptose entre différents
groupes expérimentaux..337
Les techniques in situ sont pratiques car elles permettent de déterminer la
distribution tissulaire des cellules apoptotiques, la quantification absolue de
noyaux apoptotiques, ainsi que la distinction du type cellulaire apoptotique.
Cependant, la tdt peut marquer des cellules non-apoptotiques qui sont dans le
processus de synthèse d’ARN364 et de réparation d’ADN.365 C’est alors qu’il
peut s’avérer avantageux de combiner le marquage d’ADN extrait et in situ de
même que le décompte cellulaire stéréologique pour avoir une bonne
quantification de l’apoptose.
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Enfin, des agents intercalants de l’ADN tel les fluorochromes Hoescht,366’367
l’acndine orange,368 l’iodure de propidium369 ou le DAPI37° peuvent être
administrés par injection iv avant sacrifice de l’animal et la fluorescence peut être
quantifiée in situ. Seul les cellules ayant une perte d’intégrité membranaire, qui
représente un critère de l’initiation de la mort cellulaire, ont l’incorporation de ces
colorants spécifique dans leur ADN. Cependant, cette méthode ne permet pas une
distinction nette entre les cellules apoptotiques et nécrotiques.
1.4.2.3. Méthodes basées sur la détection de protéines apoptotiques
Le développement d’inhibiteurs spécifiques des caspases a permis de mesurer leur
activité enzymatique à partir d’extraits protéiques et par conséquent à déterminer
leur contribution relative dans le processus apoptotique. Alternativement, cela
peut être fait en utilisant la technique d’immunobuvardage (Western Blot) avec
des anticorps spécifiques aux formes actives des caspases sur des extraits
protéiques. Cette technique est aussi fréquemment utilisée pour déterminer les
niveaux d’expression des différentes protéines pro- et anti-apoptotiques tels que
Bax et Bd-2. Par immunohistochimie, il est possible d’évaluer la distribution
tissulaire de ces protéines, mais il est difficile de quantifier l’apoptose de façon
absolue.
1.4.3. Potentiel thérapeutique de la modulation de I’apoptose
À ce jour, diverses thérapies expérimentales visant l’inhibition de l’apoptose dans
certains types cellulaires sont en voie de développement. Ces thérapies pourraient
entraîner des bénéfices dans des situations pathologiques où il y a suractivation de
l’apoptose.349 Dans cette optique, la cascade des caspases responsable de la
phase d’exécution de l’apoptose, représente une cible thérapeutique intéressante.
Cet intérêt pour les caspases a entraîné la génération de divers inhibiteurs
peptidiques et non-peptidiques qui sont aussi utilisés comme outils dans l’étude
du processus apoptotique. Certains de ces inhibiteurs des caspases se sont avérés
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efficaces dans différents modèles d’AVC, d’infarctus et de dommages
hépatiques371-373 en sauvant les cellules d’une mort apoptotÏque et en
sauvegardant leur fonctionnalité. Ceci suggère que cette stratégie thérapeutique
semble non-seulement prévenir, mais aussi guérir les dommages tissulaires. Par
contre, l’activation sélective des caspases en vue de stimuler l’apoptose de types
cellulaires spécifiques dans les pathologies associées à une inhibition de
l’apoptose semble beaucoup plus laborieuse et demeure encore hypothétique.349
Par contre, plusieurs groupes ont rapporté que l’augmentation de l’apoptose dans
le système cardiovasculaire contribue aux effets bénéfiques de certaines thérapies
sur la structure des organes cibles dans l’hypertension artérielle,92’248 ce qui
représente un point central dans les résultats de cette thèse.
1.4.3.1. L’apoptose et I ‘hypertension
Hamet et al. ont suggéré que le remodelage et l’hypertrophie/hyperplasie
cellulaire des organes cibles dans l’hypertension sont entraînés par une élévation
des taux de prolifération et d’apoptose cellulaires.374 Ce groupe a mis en
évidence une apoptose cardiaque modulable selon l’âge dans deux modèles
d’hypertension soient le SHR et le SHM (« spontaneously hypertensive mouse »).
Ce phénomène a été identifié comme la fenêtre apoptotique ou « apoptotic time
window »245,246
Divers groupes ont rapporté une élévation de l’apoptose basale dans le coeur et les
artères mésentériques de SHR.375’376 Suite à la déprivation en sérum, les CML
vasculaires provenant de SHR-SP ont démontré une augmentation de l’incidence
de l’apoptose comparé aux cultures provenant de WKY.377 Ces études ont
démontré une association entre l’augmentation de l’apoptose et la susceptibilité
des cellules à ce processus dans des modèles animaux où l’hypertension artérielle
était déjà établie. Par conséquent, existe-t-il une relation entre le développement
de l’hypertension artérielle et l’apoptose?
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Il a été démontré que les niveaux élevés d’apoptose observés dans les artères
mésentériques de SHR adultes sont absents chez les jeunes SHR dont la pression
artérielle est encore normale en bas âge.376 L’évaluation par deux méthodes
indépendantes a permis d’observer une diminution de l’apoptose cardiaque chez
les SHR nouveaux-nés et très jeunes par rapport aux SHR adultes.246’378’379
Par ailleurs, Liu et al ont observé une augmentation de l’apoptose dans le coeur de
jeunes SHR précédant le développement de l’hypertension artérielle.375
L’implication de l’augmentation de la pression artérielle sur l’apoptose a aussi été
évaluée dans des modèles de coarctation thoracique qui entraînent une élévation
subite et substantielle de la pression artérielle.33’ Ces études ont démontré une
association entre l’élévation de la pression artérielle et la prolifération des CML
vasculaires, par contre aucun changement des taux d’apoptose n’a été observé.380
Par ailleurs, chez le rat hypertendu DOCA-sel («deoxycorticosterone acetate-salt
hypertensive rat ») un modèle d’hypertension secondaire, la diminution de la
pression artérielle induite par les antagonistes des récepteurs ETA de
l’endothéline n’est pas associée à une diminution des taux élevés d’apoptose dans
l’aorte.38’ Finalement, l’impact de la pression artérielle sur les taux élevés
d’apoptose dans les CIVIL vasculaires de SHR a été évalué à l’aide de quatre
agents antihypertenseurs affectant différents mécanismes de la régulation de la
pression artérielle. Ces études ont démontré qu’après quatre semaines de
traitement, la pression artérielle des animaux avait été significativement réduite
par tous les médicaments. Par contre, seulement trois des quatre agents avaient
induit une augmentation transitoire des taux d’apoptose dans l’aorte.248 Dans
l’ensemble, ces données suggèrent une dissociation entre les déterminants de
l’apoptose et la pression artérielle dans les modèles expérimentaux d’hypertension
essentielle.
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1.5. OBJECTIfS GÉNÉRAUX DE LA THÈSE
Les médicaments antihypertenseurs ont non seulement le pouvoir de réduire la
pression artérielle mais aussi d’altérer la structure cardiovasculaire. Ces agents
dits « antiprolifératifs» peuvent normaliser l’hypertrophie cardiovasculaire qui
représente une condition pathologique de l’hypertension. La composante de
l’hypertrophie cardiovasculaire associée à la réplication d’ADN est beaucoup
moins facilement réversible que la composante due à l’accumulation de la matrice
extracellulaire ou l’augmentation de la masse sans synthèse d’ADN de novo.
Ainsi, l’hypertrophie due à l’augmentation du contenu en ADN, ou l’hyperplasie,
peut-être uniquement réversible par la mort cellulaire. Un mécanisme potentiel est
le processus génétiquement régulé d’auto-destruction cellulaire nommé apoptose.
Notre laboratoire a été le premier à démontrer que certains médicaments
antihypertenseurs, notamment les bloqueurs du SRA, pouvaient stimuler
l’apoptose durant la régression de l’hypertrophie des organes cibles de
l’hypertension chez le SHR. Ainsi, les objectifs spécifiques de cette thèse sont:
1) Identifier le type cellulaire apoptotique lors de la régression de l’hypertrophie
du coeur induit par les bloqueurs du SRA dans notre modèle.
Dans une étude antérieure provenant de notre groupe, nous avons démontré
l’implication du récepteur pro-apoptotique AT2 dans l’induction de l’apoptose des
CML aortiques dans ce même modèle (annexe).
2) Ainsi, nous avons étudié en deuxième partie le rôle de ce récepteur dans
l’apoptose stimulé dans le coeur.
Dans la même étude antérieure, alors que l’antagonisme simultané des récepteurs
AI1 et AT2n’a produit aucune réponse, l’atténuation de la signalisation à ces
deux sous-types par les iECA a stimulé l’apoptose des CML aortiques (annexe).
Connaissant que les iECA corrigent la dysfonction endothéliale qui elle
représente une caractéristique importante de l’hypertension et du remodelage, et
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que la restoration de cette fonction pourrait contribuer à la régression de la masse
vasculaire,
3) nous avons étudié en troisième partie, le rôle de la correction de la
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Objective: Renin-angiotensin system inhibitors transiently induce apoptosi s at
the onset of cardiac hypertrophy regression in spontaneously bypertensive rats
(SHR). The focus of this study is to evaluate the ceil selectivity of this response.
MetÏzods. 10 week-old SHR were treated with valsartan or enalapril (30 mgkg
‘day1) or placebo for 1 to 4 weeks. Stereological and morphologïcal data were
obtained from immunohistological analyses. Apoptosis was quantified by
DEVDase (caspase-3-like) activÏty assay and immunoblot analysis of apoptosis
regulatory proteins (Bax and Bd-2). Identification of the apoptotic cell type was
conducted using in situ TUNEL labeling, in conjunction with a-sarcomeric actin
or lectin immunoreactivity as markers for cardiomyocytes and endothelial ceils
respectively. Resu tts: Stereological analysis of the left ventricle revealed
sïgnificant non-cardiomyocyte hyperplasia in placebo-treated SHR (239 ± 29
x106 nuclei) as compared to untreated age-matched normotensive Wistar-Kyoto
(WKY) rats (107 ± 12 x106). In contrast, the number of cardiomyocyte nuclei
was comparable between untreated SHR (4$ ± 4 X 106) and WKY rats. After 4
weeks of valsartan or enalapril treatment, SHR showed significant reductions in
systolic blood pressure (>28%), left ventricular hypertrophy (>9%) and
cardiomyocyte cross-sectional area (>17%). Moreover, these treatments
abolished non-cardiomyocyte hyperpiasia in SHR left ventricle without
affecting cardiomyocyte number, capillary density or number of capillary per
cardiomyocyte nucleus. As a mechanism of ceil deletion consistent with
apoptosis induction, ventricles showed increased caspase-3 activation (>4.5-
fold) as well as Bax to Bd-2 protein ratio (>3.2-fold) within 2 weeks of
valsartan or enalapril treatment. Immunohistological analysis revealed a
significant increase in TUNEL-posïtive, lectin-negative non-cardiomyocytes,
suggesting a rise in apoptotic interstitial fibroblasts in the left ventncle within 2
weeks of treatment with valsartan or enalapril (>63%), with a return to baseline
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(0.033 ± 0.003%) at 4 weeks. Treatments did not affect right ventricular mass,
apoptosis or cellularity. Coizctusio;z: Cardiac apoptosis induction during
regression of Ieft ventricular hypertrophy reverses interstitial fibroblast
hyperpiasia in SFW treated with inhibitors of the renin-angiotensin system.
2.2. INTRODUCTION
In recent years, apoptosis, a gene-regulated process of cell self-destruction
associated with caspase activation and intemucleosomal DNA fragmentation,
has emerged as an important mechanism contributing to cardiac remodeling.”2
Several studïes have assocïated enhanced levels of apoptosis with the
pathogenesis of cardiac disease, e.g., in the loss of cardiomyocytes and neurons
leading to heart failure and cardiac conduction system disorders.35 However, the
role of apoptosis in cardiac remodeling is context-dependent and may participate
in normal cardiac remodeling as illustrated by the differential regulation of
cardiomyocyte apoptosis between the right and Ieft ventricles during the post
natal period.6
The spontaneously hypertensive rat (SHR) is a model of primary hypertension
in which an imbalance between celi growth and apoptosis favors increased
cardiac mass and DNA content in neonates and adults.79 Adult SHR show
cardïac fibroblast hyperplasia’°, a common feature of pathologïcal cardiac
remodeling leading to increased extracellular matrix deposition and cardiac
fibrosis.11’12 With aging, the hypertensive heart also shows increased
cardiomyocyte apoptosis4”3”4, a feature that is attenuated following angiotensin
converting enzyme inhibition or angiotensin II type 1 (AT1) receptor
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blockade.4”°”4”5 Liu et ai’° reported an age-dependent increase in cardiac
apoptosis in young SHR, mainly in cardiomyocytes, concomitant with the
deveiopment of fibrobiast hyperpiasia. Prophylactic treatment of hypertension
with the angiotensin converting enzyme inhibitor ramipril reduces cardiac
apoptosis in the long term and prevents the deveiopment of fibrobiast
hyperplasia.’° Likewise, initiating hydralazine treatment during the pre
hypertensive phase can prevent the development of cardiac hyperpiasia in SHR
(deBlois et ai, unpublished data). In contrast, hydraiazine does flot reverse
cardiac hyperpiasia in aduit SHR.’6 A key question is whether established
fibrobiast hyperpiasia can be reversed in the hypertensive aduit. We previousiy
reported that a transient increase in apoptosis occurs at the onset of cardiac
hypertrophy regression in SRR.’6 In this model, intemucieosomal fragmentation
of ventricular DNA peaks at 1 week of treatment with an AT, receptor
antagonist, or at 2 weeks of treatment with an equipotent antihypertensive dose
of an angiotensin converting enzyme inhibitor. Current evidence suggests that
angiotensin II regulation of apoptosis in the heart is celi type-specific. In vitro,
angiotensin II increases cardiomyocyte apoptosis, an effect dependent on AI,
receptor activation.17”8 In contrast, cultured cardiac fibroblasts undergo AT,
receptor-dependent proliferation in response to angiotensin II.’
We therefore postulated that the eariy phase of cardiac hypertrophy regression
induced by inhibitors of the renin-angiotensin system in aduit SHR involved the
seiective deietion of fibroblasts via apoptosis. The present study provides
evidence for a beneficiai role of seiective apoptosis up-regulation in cardiac





Forty-two male SHR and 6 male Wistar-Kyoto (WKY) rats (10 week-old;
weighing —250 g) were purchased from Charles-River (St-Constant, Canada)
and housed for at least 1 week before treatment. Food and water were
admïnistered ad libitum. SHR (n=6/group) were randomly assigned to treatment
with the selective AT1 antagonist valsartan (30 mg1kg’day’ p.o.; gift of
Novartis, Toronto, ON) or the angiotensin converting enzyme inhibitor enalapril
(30 mg’kg1day’ p.o.; Sigma Chemicals, St-Louis, MO) in the drinldng water
for 1, 2 or 4 weeks. Control SHR and WKY rats received vehicle. Systolic blood
pressure was determined by the tail-cuff method at 12 and 26 days of treatment
(n=6/group) and tissues were isolated after 1 and 2 weeks as we described
prevïously.’6 Briefly, rats were anesthetized with a single i.m. injection of
ketamine (80 mgkg’; Ayerst, Guelph, ON), xylazine (4 mgkg’; Bayer,
Etobicoke, ON), and acepromazine (2 mgkg’; Ayerst, Montreal, QC), and
killed by exsanguination via the jugular vein. Both ventricles were isoiated
together, weighed and an equatorial cross-section (3 mm) was fixed in
paraformaldehyde (4%). In SHR killed after 4 weeks of treatment and age
matched WKY (n=6/group) anesthesia was followed by an i.v. injection of 1.5
mL KC1 (100 mmolL’) via the vena cava to induce diastolic cardiac affest.
Ventricles were isolated together, weighed and fixed overnight in 4%
paraformaldehyde. Equatorial cross-sections of ventricles were paraffin
embedded. AIl animal manipulations were conducted in accordance with the
Care and Use of Laboratory Animais guidelines published by the National
Institutes of Health (MH).
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Hypertrophy and hyperpiasia measurements
We used the NIH Image 1.61 program (http://rsb.info.nih.gov/nih-image/) to
measure the cross-sectional area of the ventricles, ventricular chambers and
cardiomyocytes at 4 weeks. Three sets of randomly chosen pictures (from the
left and right ventricular sub-epicardium, sub-endocardium and mid
myocardium) were captured from hematoxylin stained histological sections and
digitally enhanced. The total number of cardiomyocytes within each ventricle
was assessed stereologically as per Anversa et al.2° A similar procedure was
used to calculate total non-cardiomyocyte number with the exception that the
area covered by the (unstained) ceil body of non-cardiomyocytes was estimated
using the average nuclear length measurements (10.5 ± 0.3 Im in controls; no
change with treatment), extended haif a time in the x and y axes around each
nucleus.
DEVDase activity
Ventricles were pulverized in liquid nitrogen and an aliquot (5 mg) was lysed to
measure DEVDase activity using the fluorogenic substrate DEVD-AMC (40
1LM) in the presence or absence of the Ac-DEVD-CHO (1 iM), a caspase-3
“t
inhibitor as previously described. Caspase-3-like activity was defined as the
Ac-DEVD-CHO-sensitive activity.
Expression of apoptosis-regulatory proteins
The protein levels of active caspase-3 17-20 kDa fragments, Bd-2 and Bax in
cardiac tissue were examined by Western Blot analysis. Total heart was
pulverized in liquid nitrogen and a 50 mg aliquot was lysed in extraction buffer
(10 mmolU’ Tris-HCI pH 7.5, 1% Triton X-100, 4 mmolL’t
3—g1ycerophosphate, 4 mmoFL” sodium fluoride, 1 mmoFL’t EDTA, 1 mmoFL
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1 EGTA, 200 tmo1U’ sodium orthophosphate, 51 imo1L’ benzamidine, 0.5
mrnoFL’ phenylmethylsulfonylfluoride, 21 imolL’ leupeptïn, 5 mmoFL’ DTT
and 1 tmolL1 microsystin (Sïgma-Aldrich, Oakville, ON)). Western Blot was
carried out with equal amounts of proteins (25 tg) Ioaded onto a 15% SDS
polyacrylamide gel and transferred to Hybond-C extra membrane (Amersham
Bioscience, London, UK). Membranes were hybridized with anti-caspase-3
(1:1000; BD Pharmingen, Mississauga, ON), anti-Bax or anti-Bd-2 (1:1000;
Santa-Cruz Biotech, Santa-Cruz, CA,) antibodies followed by incubation with
goat anti-rabbit (caspase-3) or goat anti-mouse (Bax, Bd-2) horseradish
peroxidase-conjugated secondary antibodies (1:2000; Santa-Cruz Biotech)
according to manufacturer’s protocol. Membranes were then incubated with
ECL Plus (Life Science Products, Boston, MA), exposed to film and developed.
The image was digitized and hand intensity was quantified using NIH Image
1.61 program. For caspase-3, the 32 kDa (procaspase-3) and 17-20 kDa
(indicative of enzyme activation) fragments were measured.
Immunohistochemistry
Quantification of apoptotic nuclei was conducted in deparaffinized ventricular
cross-sections (5 iim) using a three-step in situ fluorescent labeling protocol as
per Cigola et al’7 with minor modifications. As a first step, in situ terminal
deoxynucleotidyl transferase (tdt)-mediated dUTP-biotin nick end labeling
(TUNEL) of nuclei was used as a marker of apoptosis. Modifications from the
published protocol’7 included pre-incubation at room temperature for 15 min in
a 0.1% saponin-EGTA solution, amount of tdt enzyme (20 units; Roche,
Indianapolis, IN), biotin-16-dUTP (0.5 nmolL1; Roche) and FITC-labeled
Extravidin (0.06 igmU’; Sigma Chemicals, St-Louis, MO). Negative controls
had water instead of tdt. As a second step, immunoreactÏvity for Œ-sarcomeric
actin was used as a marker for cardiomyocytes. A primary mouse IgG antibody
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directed against Œ-sarcomeric actin (1:40; 5C5 clone, Sigma Chemicals) and a
TRITC-labeled goat IgG secondary antibody directed against mouse IgG (1:100;
Sigma Chemicais) were used. As a third step, 5 nmolL’ propidium iodide (ICN
Bïomedicals, Aurora, OH) was used for total cardiac nuciei staining. In a
duplicate set of sections, endothelial celis were labeied using 5 tgmJJ’ TRITC
labeled lectin (Bandeiraea Simplicifolia; Sigma Chemicals) and TUNEL
positive nuclei were labeled using 0.1 tgmL’ AMCA-labeled Streptavidin
(Vector Laboratones). Appropriate filters were used to quantify labeled ceils by
fluorescence microscopy separately in right and Ieft ventricles. Ail TUNEL
positive nuclei (cardiomyocyte, non-cardiomyocyte: endotheliai and fibroblast)
in each section were counted. The epicardium was analyzed separately. Total
number of cell specific nuclei per cross-section was estimated by counting
profiles in 3 randomly chosen fields from both ventricles (250X; 0.02
mm2/fieÏd) and muÏtiplying the average numerical density by the ventricular
cross-sectional area. An average of 500 endothelial cell profiles were counted
for each rat and resuits were expressed as number of capillaries/mm2. In the
epicardium, ail nuciei were counted. A separate set if sections were stained with
Sinus red to evaiuate the percentage of ventnicular area occupied by collagen.22
Statistical Analysis
Results were anaiyzed using anaiysis of variance and unpaired Student’s t test
with Bonferroni correction for multiple comparisons where appropriate. TUNEL
assay was analyzed with the nonparametric Mann-Whitney test. Values are
presented as mean±SEM. P<.05 was considered statisticaily significant.
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2.4 RESUETS
Systolic blood pressure (mm Hg) was significantly decreased by therapy after
12 days (controls: 206 ± 9; valsartan: 166 ± 10; enalapril: 155 ± 9) and 26 days
(contrnls: 212 ± 10; valsartan: 152 ± 8; enalapnl: 148 ± 9). Body weïght was flot
significantly affected after 4 weeks of treatment with valsartan (285 ± 12 g) or
enalapril (277 ± 11 g), compared with controls (295 ± 14 g), whereas left
ventncular weight to body weîght ratio was significantly reduced with valsartan
(>9%) and enalapnl (>17%).
Morphological data obtained on equatorial sections of diastole-arrested hearts
are shown in Table 1. As compared to WKY rats, untreated SHR showed
increased left ventricular cross-sectional area and cardiomyocyte cross-sectional
area. SHR tended to have a (non-significant) larger chamber cross-sectional are
in left ventricle as compared to WKY rats. Unexpectedly, the only difference in
relative collagen content was in the right ventricle of WKY rats where there was
a slïght increase over SHR. After 4 weeks, valsartan tended to reduce and
enalapril completely normalized left ventricular cross-sectional area without
affecting ventricular chamber size or right ventricular parameters. Valsartan and
enalapril significantly decreased cross-sectional area of left ventricular
cardiomyocytes down to levels observed in WKY rats. The relative collagen
content in either ventricle of SHR was maintained after valsartan or enalapril for
4 weeks. Ultimately, both vaïsartan and enalapril significantly decreased the
total number of non-cardiomyocytes in the left ventricle by 37% (P=0.002).
Levels reached that of age-matched normotensive WKY rats (107 ± 12 x106)
without affecting the total number of cardiomyocyte nuclei at 4 weeks (Figure
lA). Thus, the ratio of cardiomyocyte to non-cardiomyocyte nuclei, which was
low in controls (0.17 ± 0.01), was normalized with valsartan (0.24 ± 0.01;
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P<0.01) and enalapril (0.25 ± 0.02; P<0.01) and increased to values similar to
those of the WKY rats (0.22 ± 0.02; P<0.05 versus control SHR). In contrast,
the right ventricle showed no significant change in cellularity with therapy
(Figure lB). At 4 weeks, capillary density (capillary/mm2) and capillaries per
myocyte in the left ventricular myocardium remained unchanged by treatments
(versus respective controls: 1405 ± 39 and 1.01 ± 0.05, Figure 1C, 1D). The
absolute number of epicardial ceils per cross-section at 4 weeks was reduced,
though the change was flot significant (valsartan: 559 ± 85; enalapril: 676 ± 58;
controls: 756 ± 91; NS).
Our previous time course studies showed that DNA fragmentation indicative of
apoptosis is maximally increased in the SHR heart after 1 week of AT1
antagonist treatment and 2 weeks of angiotensin converting enzyme inhibitor
treatment during regression of hypertrophy.’6 Thus, these time points for
valsartan (1 week) and enalapril (2 weeks) were selected for apoptosis study and
in situ determination of celi type undergoing apoptosis in the ventricles.
Consistent with these previous observations, ventricular DEVDase (caspase-3-
like) activity was increased by more than 4.5-fold after 1 week of valsartan or 2
weeks of enalapril treatment (Figure 2A). These results were corroborated with
immunoblot analyses showing transient 3.6 and 4.2-fold increases in caspase-3
cleavage fragments (bands at 17-20 kDa) with valsartan and enalapril
respectively, without alteration in pro-caspase-3 (32 kDa) expression levels (not
shown). In addition, measurement of cardiac pro- (Bax) and anti-apoptotic (Bd
2) protein levels showed significant 3.4 and 3.2-fold increases in the Bax to Bd
2 ratio with valsartan and enalapril respectively (Figure 2B).
Figure 3A shows a representative photomicrograph of an area within the
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myocardium in which ail (propidium iodide-positive) nuclei appear in bright
red, weli deiineated spots, whereas nuclei within the u-sarcomeric actin-positive
area (diffuse red area) were identified as cardiomyocyte nuclei. In Figure 3B,
the same field examined under a green fiiter to detect FITC-labeling shows a
TUNEL-positive non-cardiomyocyte nucieus. For each animal, a subset of
sections was stained for identification of endotheiial ceils using iectin as a
marker (bright red spots in Figure 3C). In Figure 3D, the same fieid examined
under a biue fiiter to detect AMCA-iabeling shows a TUNEL-positive, lectin
negative nucieus, considered as an apoptotic fibrobiast. Treatment with
valsartan for 1 week or enaiapril for 2 weeks each caused a significant 2-foid
increase in TUNEL-positive fibrobiasts (Figure 4A) seiectiveiy in the
interstitium of the left ventricie. In contrast, TUNEL-positive endotheiiai nuciei
remained unchanged versus controis (Figure 4B). TUNEL-positïve fibrobiasts
retumed to basal values (0.026 ± 0.005%) after 4 weeks of valsartan (0.033 ±
0.003%) or enaiapril (0.034 ± 0.004%) treatment. TUNEL-positive
cardiomyocyte nuclei were increased with enalaprii at 2 weeks (by 75% in the
left ventricie only) (Figure 4C). Vaisartan-treated hearts at 1 week showed a
simiiar though non-significant tendency. After 4 weeks, TUNEL-positive
cardiomyocyte nuclei were not significantly different between rats treated with
placebo (0.00$ ± 0.002%), vaisartan (0.006 ± 0.001%) or enaiaprii (0.006 ±
0.001%). As shown in Figure 3E, epicardiai ceils showed by far the greatest
frequency of TUNEL-positive nuciei. TUNEL-positive epicardiai cells were
increased with vaisartan at 1 week (45 ± 2% vs 38 ± 2% in age-matched
controis; P<0.05) and enaiaprii at 2 weeks (46 ± 1% vs 32 ± 2% in age-matched
controis; P<0.05), with a retum to basal leveis at 4 weeks for both treatments
(vaisartan: 37 ± 3%; enalapril: 35 ± 3%; age-matched controls: 38 ± 1%; NS).




The present resuits indicate significant ceil deletion by apoptosis during onset of
cardiac hypertrophy regression was restricted to interstitial fibroblasts in the left
ventricle of SHR treated with valsartan or enalapril. As a result, fibroblast
hyperplasia in the adult SfW was normalized within 4 weeks of treatment, down
to levels seen in WKY rats. Apoptosis increase was transient even though
antihypertensive treatments were maintained, consistent with our previous
observations.16Both drugs had a tendency to transiently increase TUNEL
staining also in cardiomyocytes (significant with enalapril). The cumulative
effect was marginal, however, since the total number of cardiomyocyte nuclei
was flot significantly decreased after 4 weeks of treatment in the left ventricle.
Administration of quinapril decreases the percentage of tetraploid
cardiomyocytes in SHR,23 an effect that reflects either nuclear division or
polyploid celi deletion. Cardiomyocyte polyploid nuclei may be removed by
apoptosis during treatment with renin-angiotensin system inhibitors.
Alternatively, TUNEL staining may label nuclei undergoing DNA repair.24 After
the 4-week treatments, the number of cardiomyocytes in the right and left
ventricles of SHR remained unchanged and higher than in WKY rats, possibly
reflecting compensated cardiac hypertrophy in SHR at that age. In humans, right
septal endomyocardial biopsies from hypertensive patients show greater
caspase-3 immunoreactivity, Bax to Bd-2 protein ratio and TUNEL staining in
both cardiomyocytes and interstitial fibroblasts as compared to tissues from
normotensive volunteers.25 These high levels of apoptosis in cardiomyocytes
and interstitial fibroblasts are attenuated significantly, though flot normalized,
following administration of losartan for 12 months. The discrepancy with the
present resuits may reflect species specificities, different stages of the disease or
time-dependent regulation of cardiac apoptosis during treatment.
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The beneficial effects of angiotensin pathway inhibitors include the amelioration
of oxygen diffusion in the left ventricular myocardium. Previous reports show
that cardiac capillaries are flot decreased in SHR receiving renin-angiotensin
system inhibitors.26’27 Consistent with this, the treatments in this study did flot
increase TUNEL-positive endothelial ceils or decrease capiliary number or
density at 4 weeks. In the non-cardiomyocyte population of the heart,
fibroblasts, representing the main ccli type, play a key role in cardiac connective
tissue regulation.28 At the age examined, the ieft ventricles of SHR did not show
evidence of collagen accumulation as compared to WKY rats possibly due to the
relativeiy recent onset of hypertension in SHR. A significant increase in left
ventricular collagen content in SHR versus WKY has been reported in some but
flot all studies.29’3° Consistent with a lack of enhanced coliagen deposïtion in
untreated SHR left ventricles, these tissues showed no reduction in relative
collagen tissue content after 4 weeks of treatment. Since left ventricular mass
was reduced, these data suggest a proportional degradation of myocardial
fibriilar coilagen within the 4-week treatments. The group of Diez et al31
recently reported that AT1 receptor blockade for 14 weeks stimulates
collagenase activity and reduces fibrosis in SUR left ventricies. As an additionai
mechanism, the present data suggest that a reduction of fibrobiast hyperpiasia
may contribute to decreased myocardiai extracellular matrix mass.
The induction of fibrobiast apoptosis and the reduction in ventricular cross
sectional area occurred oniy in the left ventricle, suggesting a possible causal
relationship between these two processes. The absence of right ventricular
apoptosis also suggests a roie for blood pressure reduction. It is important to
note, however, that effective antihypertensive treatment with hydralazine does
flot induce cardiac apoptosis or mass regression, suggesting pressure
independent influences.16 We previousiy reported that transient apoptosis
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induction during regression of aortic hypertrophy is dependent on pro-apoptotic
AT2 receptors for angiotensin II in SHR treated with the AT1 antagonist
vaisartan but flot enalapril.32 We recentiy observed that transient cardiac
apoptosis induced by either vaisartan or enalapril was flot affected by AT2
receptor blockade (Der Saridssian et ai, unpubiished data), suggesting a roie for
downregulation of AT1 receptor signaling in the induction of the time window of
cardiac apoptosis in this model. The stimulation of AT1 receptors activates pro
growth and anti-apoptotic signaiing pathways in mesenchymai ceiis such as
fibrobiasts and smooth muscle ceils, inciuding Akt activation, reactive oxygen
species generation, and growth factor expression.33’34 One candidate is insulin
like growth factor—1, which is induced by angiotensin II and which inhibits
apoptosis in cardiac fibroblasts via a mechanism up-stream of caspase-3 but
independent of Bax or Bd-2 expression.36 Cardiac Bax to Bd-2 ratio
increased during apoptosis in the present study, however, suggesting an
alternative pathway. Tissue inhibitor of metalioproteinase-4 (TIMP-4), which
shows dysregulated expression during pathoiogicai cardiac remodeling,37 was
recentiy shown to induce apoptosis in transformed, although not in normai,
cardiac fibroblasts.38 Pathways invoived in reguiating fibroblast apoptosis during
cardiac remodeiing remain to be better defined.
The present resuits confirm our previous observations that cardiac mass
regression is associated with induction of apoptosis in the epicardiai region.16
The epicardium, which is part of the cardiac pleura, is populated by mesotheiial
ceiis and is a major expression site for matrix metalloproteinases39 and severai
factors modulating cardiomyocyte and non-cardiomyocyte behavior, including
angiotensin ii.° The contribution of mesotheliai celis to ventricular hypertrophy
regression is flot clear but may reftect proportional remodeiing of the pleura to
accommodate the change in ventricular mass. Interestingly, epicardiai apoptosis
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was similar between the right and left ventricles, thus ruling out a direct causal
relationship between these events. Post-operative fibrosis of the cardiac pleura is
associated with increased local expression of angiotensin-converting enzyme41
and AT1 receptors.42 Considering the present findings, it is intriguing to
speculate that the suppression of post-operative pericardial fibrosis by AT1
receptor blockade43 involves enhanced mesothelial ceil death by apoptosis. Also
intriguing, are the high basal levels of TUNEL-positive mesothelial cells (30%
range), which may suggest a high turnover rate.
Several studies showed that inhibition of the renin-angiotensin system decreases
cardiomyocyte apoptosis in hypertension.4”°’14”5 Considering these findings with
the present data, we propose that the beneficial cardiac effects of angiotensin II
pathway inhibitors may involve cell type-specific regulation of apoptosis, with
an early decrease in fibroblast survival and a long-term increase in
cardiomyocyte survival. If confirmed in humans, the ability to reduce fibroblast
hyperpiasia via apoptosis may have important implications in the treatment of
advanced cardiac fibrotic diseases.
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2.7. FIGURE LEGENDS, TABLE AND FIGURES
Figure 1: Changes in the total number of cardiomyocyte nuclei (LI) and non
cardiomyocyte nuclei () in the A. left ventncle and B. right ventricle of SHR
treated for 4 weeks with valsartan or enalapril or age-matched untreated WKY
rats. Changes in the total number of C. capillaries per cross-section (capillary
density) D. capillary per myocyte, in the left ventricle of SHR treated for 4
weeks with valsartan or enalapril * $ignïficantly different (P<0.003) from $HR
control group.
Figure 2: A. Increased DEVDase activity in homogenates of SHR ventricles
isolated at 1 week of valsartan treatment or 2 weeks of enalapril treatment (U)
as compared to controls (). * Significantly different (P<0.001) from control
group (n=6/group). B. Changes of apoptosis regulatory protein expression
immunoblotted and probed with anti-Bax or anti-Bd-2 antibody. Inset show
representative band corresponding to the molecular mass of Bax (23 kDa) and
Bd-2 (26 kDa). The graph represents the BaxIBcl-2 protein expression plotted
for tissue lysates obtained from SHR treated for 1 week with valsartan and 2
weeks with enalapril ( • ). Data is presented as percentage of respective
controls (). *Significantly different (P<0.05) from control group (n=6/group).
Figure 3: Photomicrographs showing A. areas immunoreactive for c
sarcomeric actin (cardiomyocyte celi body in diffuse red) and areas positive for
the total nuclear stain propidium iodide (bright red, sharply delineated spots).
The arrow points a non-cardiomyocyte nucleus (located outside the c
sarcomeric actin stained area) (X600). B. The same field visualized under an
FITC filter showing the same nucleus as a TUNEL-positive (bright green,
sharply delineated) nucleus (X600). C. Endothelial celis (bright red, sharply
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delineated spots) after staining with TRITC-labeled lectin (X600). D. In the
same field, visualized under a DAPI filter, the arrow points a TUNEL-positive
(bright blue, sharply delineated), lectin-negative non-cardiomyocyte nuclei,
indicating an interstitial fibroblast (X600). E. TUNEL-positive nuclei prevalent
in the epicardium (X400).
Figure 4: Effects of treatment with valsartan for 1 week and enalapril for 2
weeks on the percentage of TUNEL-positive staining versus respective controls
in A. fibroblasts, B. endothelial celis, C. cardiomyocytes of SHR per cross-
section of left and right ventricles. Data were analyzed using the nonparametric
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We previousiy reported that the selective AT1 receptor antagonist valsartan and
ACE inhibitor enalapril decrease DNA synthesis and stimulate apoptosis in
interstitial fibroblasts and epicardiai mesothelial ceils during the regression of
ventricular hypertrophy in the SHR. However, apoptosis peaks at 1 week of
treatment with valsartan and later at 2 weeks with an equipotent antihypertensive
dose of enalapril. To examine the foie of the AT2 receptor in this modei, SlIP.
were treated with valsartan or enalapril, alone or in combination with the selective
AT2antagonist PD123319 for 1-2 weeks. Apoptosis was evaiuated by the
quantification of intemucleosomai fragmentation in extracted DNA, or in situ by
TUNEL immunohistology. At 1 week, vaisartan significantly increased DNA
fragmentation (2-foid) in ventricular homogenates, increased epicardiai ceil
apoptosis (1.9-fold), and decreased DNA synthesis (16%). At 2 weeks, DNA
content, total interstitiaÏ non-cardiomyocyte hyperpiasia and cardiomyocyte cross
sectional area were reduced by 34%, 27% and 25% respectively. These vaisartan
induced changes were attenuated by PD123319 co-administration.
Immunohistological analysis revealed a seiective (4.7-fold) increase in interstitial
fibroblast apoptosis only in the ieft ventricle of rats treated with valsartan for 1
week. This was unaffected by the AT2 blocker. PD 123319 administered alone had
no effect on the parameters under study. In parallei, enalapril-induced ventricular
changes were similar to those observed with vaisartan but were not affected by
co-treatment with PD123319. Together, these resuits demonstrate that AT1 and
AT2 receptors act in a coordinated and celi-specific manner to regulate ceil growth
and apoptosis in the heart of SHR during AT1 receptor biockade but not
converting enzyme inhibition.




Angiotensin II (Ang II) is the major effector of the renin-angiotensin system and
represents a key regulator of cardiovascular homeostasis. Two main subtypes of
Ang II receptors have been cloned and pharmacologically defined; namely AI1
receptors which are blocked specifically by antagonists such as valsartan, and AT,
receptors which are blocked specifically by PD123319.1 Depending on the
subtype of receptor on which it binds, Ang II can exert opposite effects. AT1
receptors mediate most of the known actions of Ang II such as pressor, mitogenic,
hypertrophic and proinflammatory effects, whereas AT, receptors exert
antiproliferative and apoptotic effects offsetting and counteracting AT1 receptor
functions.25 Moreover, relative percentages of Ang II receptor subtypes vary
depending on tissue, ceil type, developmental status and pathology,6 such as
cardiac hypertrophy where AT2 receptor expression is increased relative to AT1
receptors.7 This in turn may be important in determining cardiac function,
structure and therapeutic interventions. AT, receptors suppress ceil growth and
induce apoptosis in vitro.4’5’8 Yet, the role of AT2 receptors in cardiac disorders
and response to therapy remains controversial. Studies in AI2 receptor transgenic
mice report a cardioprotective effect of AT, receptors against fibrosis following
Ang II infusion.9 In cultured rat neonatal cardiomyocytes, AT2 receptor activation
attenuates the stimulation of protein synthesis induced by Ang II stimulation of
AT1 receptors.1° In contrast, deletion of the AT2 receptor gene prevents the
development of cardiac hypertrophy in mice subjected to aortic coarctation or
Angil infusion.”2 Finally, survival after myocardial infarction is reportedly
increased13 or decreased’4 in AT, receptor knockout mice. These inconsistencies
between the different experimental models suggest that the role of AL receptors
in modulating cardiac remodeling may be context dependent, as recently
reviewed)5
The SHR is a model of genetically-determined hypertension showing cardiac
hyperpiasia early in life 16-18 mainly in fibroblasts’9’20. Treatment with losartan or
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enalapril reverses left ventricular hyperplasia in SHR via a selective and transient
induction of apoptosis in interstitial fibroblasts and epicardiai celIs20, an effect that
is accompanied by a sustained inhibition of cardiac DNA synthesis.21 We
previously reported that cardiac apoptosis occurs significantly eariier with
equipotent antihypertensive doses of AT1 antagonists (at lweek) than ACE
inhibitors (at 2 weeks), suggesting distinct mechanisms of action.20’21Considering
that AT1 receptor antagonists cause a rise in circulating Ang II levels which would
then be free to act on unblocked AT, receptors,22’23 we proposed that Ang II action
via AT2 receptors may be invoived in apoptosis stimulation in response to AT1
receptor blockade but flot ACE inhibition. Consistent with this, co-administration
of the AT2 receptof antagonist PD123319 prevents apoptosis induction, growth
suppression and vascular hypertrophy regression in the aorta of SHR treated with
valsartan without affecting enalapril-induced apoptosis.24 In order to examine the
role of AT2 receptors in cardiac remodeling during AT1 receptor biockade, the
hearts of SHR from this later study were examined in the present study. We now
report that AT1 receptor inhibition and AL receptor activation play a coordinate
and celi-specific foie ifl regulating celi fate during regression of cardiac
hypertrophy induced by AT1 antagonism.
3.3. METHODS
Animal procedures
The ten week-old male SHR in this study are the same animais used in our
previous study investigating aortic responses to angiotensin pathway blockers.24
Briefly, rats (n=5-8/group) were treated for 1-2 weeks with the selective AT1
antagonist vaisartan (30 mg/kglday p.o.; gift of Novartis, Toronto, ON), the
selective AT2 antagonist PD123319 (30 mg/kg/day s.c.; gift of Parke-Davis, Ann
Arbor, MI) or a combination of both drugs. A subgroup of rats received enalaprii
(30 mg/kg/day p.o., Sigma Chemicais, St-Louis, MO) in combination or not with
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PD123319 for 2 weeks. Controls received vehicle. Ail animal manipulations were
conducted according to instituti onal guidelines.
Hearts were excised, both ventricles were isolated together, weighed and an
equatorial cross-section (3 mm) was fixed ovemight in 4% paraformaldehyde and
later paraffin-embedded for in situ apoptosis detection as well as for hypertrophy
and hyperplasia measurements. The remaining tissue was prepared for DNA
synthesis (in vivo [3H]-thymidine incorporation into DNA during the last 2 hours
before sacrifice) and oligonucleosomal DNA fragmentation (indicative of
apoptosis)25 as well as cardiac AT1 and AL receptor gene quantifications as
described previously24.
Analysis of apoptosis
Our previous time course studies showed that DNA fragmentation indicative of
apoptosis is maximally increased in the SHR heart after 1 week of AI1 antagonist
treatment and 2 weeks of ACE inhibitor treatment during regression of
hypertrophy.2021 Thus, these time points for valsartan (1 week) and enalapril (2
weeks) were selected for study of the role of AI2 receptors in apoptosis.
b assess the ceil type undergoing apoptosis, we proceeded with an in situ
fluorescent labeling protocol as we described previously.2° Briefly, tdt-mediated
dUTP-FITC or AMCA nick end labeling (TUNEL) of nuclei was used as a
marker of apoptosis, in conjunction with TRITC a-sarcomeric actin
immunoreactivity and propidium iodide staining as markers for cardiomyocytes
and total cardiac nuclei respectively, or TRITC lectin reactivity as a marker for
endothelial ceils. Figure 1 shows representative photomicrographs of TUNEL and
immunohistological staining. Image analysis of fluorochrome-labeled ceils was
performed in a blinded manner in fluorescence microscopy using appropriate
filters. Quantification was conducted separately in the nght and left ventricles of
the myocardium. Ah TUNEL-positive celI type-specific nuclei (cardiomyocyte,
non-cardiomyocyte: endothelial and fibroblast) in each section were counted and
resuits were expressed as the percentage of TUNEL-positive ceil type-specific
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nuclei per cross-section as we descnbed previously.2°
Hypertrophy and hyperpiasia measurements
Using the NIH Image program, 50 random measurements of transversely oriented
cardiomyocyte cross-sectionai areas were coilected in order to establish
hypertrophy values. Moreover, the total number of cardiomyocyte within each
ventricle of SHR from the 2 week valsartan study was assessed stereoiogicaiiy as
per Anversa et ai.26 A similar procedure was used to caiculate total non
cardiomyocytes as we described previousiy.2°
Statistical analysis
Values are presented as mean±SEM. Data from treated groups were compared
with those of control group by analysis of variance (ANOVA) and unpaired
Student’s t-test with Bonferroni/Dunn correction for multiple comparisons. P <
0.05 was considered statisticaily significant.
3.4 RESULTS
As we have described previousiy in a study conducted on aortas from the same
SHR used in this study, valsartan and enalapril significantiy reduced high biood
pressure within 2 weeks of treatment and this was not prevented by AT2 receptor
antagonist PD123319 co-administratïon.24 In these animais, Ang II plasma levels
are increased with vaisartan (6-fold) and markediy reduced with enalapril (>80%)
after 2-weeks of treatment.24
In this study, expression of both AT1 and AT2 receptor mRNA was evident in
cardiac specimens from controi and treated SHR (Figure 2A, 2B). In control rats,
the expression of AT1 receptors is 2.3-times greater than that of the AT2 subtype.
As compared to controls, vaisartan- treated animais dispiayed a significant 3.4-
fold downregulation in AT1 receptor expression. PD123319 had no significant
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effect on cardiac AT1 or AT2 receptor expression.
Study with valsartan
Valsartan caused a 2-fold transient increase in internucleosomal DNA
fragmentation at 1 week only (Figure 3A) followed by a 34% decrease in DNA
content versus control values (2.7±0.2 jig/heart/g body weight) at 2 weeks.
Valsartan decreased DNA synthesis by 16% at 1 week and by 20% at 2 weeks
(Figure 3B). At that time, valsartan decreased cardiomyocyte cross-sectional area
by 25% versus control values (Figure 4A). After 2 weeks of treatment, valsartan
selectively decreased by 27% (P<0.013) the total number of non-cardiomyocytes
essentially interstitial fibroblast2° in the left ventricle suggesting regression of
hyperplasia (Figure SA). The right ventricle showed no significant change in
cellularity with therapy (Figure 5B). At 2 weeks, capillary density (capillary/mm2)
and capillaries per myocyte in the myocardium remained unchanged by
treatments (versus respective controls: 1127 ± 42 and 1.32 ± 0.03, Figure 5C, 5D).
Co-administration of PD123319, however, prevented the effects of valsartan on
ventricular DNA fragmentation, DNA synthesis (Figures 3A, 3B), DNA content,
cardiomyocyte cross-sectional area (Figure 4A) and fibroblast hyperplasia (Figure
SA).
To determine the distribution and the cell type undergoing apoptosis within the
heart, DNA fragments with free 3’OH ends were labeled in situ in ventricular
cross-sections using immunofluorescent staining technique as we previously
described.2° A 1 week, valsartan treatment caused a significant 4.7-fold increase
in TUNEL staining selectively in interstitial fibroblasts of the left ventricle only
(Figure 6A), but not in endothelial cells and cardiomyocytes (Figure 6B and 6C,
respectively). This effect was predominantly localized in the sub-epicardial area
(data flot shown) and was flot affected by co-treatment with PD123319.
Treatments did not modulate TUNEL staining in the right ventricle. As previously
reported,2° epicardial non-cardiomyocytes showed by far the greatest frequency of
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TUNEL positive nuclei. In this region, valsartan increased apoptosis by 1 .9-fold
versus controls (Figure 7). In contrast to fibroblasts, valsartan-induced epicardial
apoptosis was completely abolished by the co-administration of PD123319.
PD123319 administered aTone did flot affect any of the parameters studied.
Overali, the absolute numbers of TUNEL-positive nuclei per cardiac cross-section
was in the range of 2 to 11 nuclei in the fibroblast population and 23 to 135 nuclei
in the mesothelial celi population.
Study with enalapril
Enalapril decreased DNA synthesis by 14% at 2 weeks, a response that was not
affected by co-administration with PD123319 (Figure 3D). DNA content was also
reduced in the enalapril group and the PD123319 co-treatment group (2.9±0.2 and
2.8±0.2 jtg/heartlg body weight, respectively) versus controls (4.1±0.3 ig/heartIg
body weight). Cardiomyocyte cross-sectional area control values were flot
affected by enalapril given alone or with PD123319 (Figure 4B). Stereological
quantifications of total cardiac nuclei were omitted in the enalapril study since we
have previously observed that the resorption of non-cardiomyocyte hyperplasia is
temporarily dissociated from the early time window of apoptosis and it is
observed later at 4 weeks of treatment.2°
Enalapril caused a 2.4-fold increase in intemucleosomal DNA fragmentation at 2
weeks which was flot prevented by co-administration of PD123319 (Figure 3C).
As we previously reported,2° enalapril caused a significant increase in TUNEL
staining selectively in interstitial fibroblasts of the left ventricle only but not in
endothelial cells or cardiomyocytes. Basal levels of apoptosis were highest in the
epicardial region and further increased by enalapril treatment. However, co




There is mounting evidence that Ang II modulation of ceil growth and apoptosis
is celi type-dependent. Whereas AT1 receptors increase hypertrophy and apoptosis
in cardiomyocytes, AT1 receptors enhance proliferation in fibroblasts.’5’27’28
Normal and postinfarcted hypertrophied rat cardiomyocytes stimulated with Ang
II show increased apoptosis through AT1 receptor activation.29 Cardiomyocytes
isolated from SHR at 30 weeks of age show AT1 and AT2 receptor-mediated
apoptosis in response to Ang II in vitro.30 In contrast, AngII-induced apoptosis is
exclusively AT1-mediated in cardiomyocytes isolated from age-matched
normotensive Wistar-Kyoto rats.3° Although cardiomyocytes account for the bulk
of cardiac cellular mass, the majority of ceils present in the heart are non
cardiomyocytes, including vascular and epicardial cells and a large predominance
of fibroblasts20’26’28. The levels of expression of AT1 and AI2 receptors may also
determine the cardiac response to AI1 receptor antagonist. The AT1 receptor by
far is the predominant Ang II receptor subtype expressed in the normal aduit heart
but cardiac expression of AT2 receptors increases with hypertrophy and
progression to failure’5. Fibroblasts appear to be a main site of AT2 receptor
expression27’31’32, although functional AT2 receptors are also found on
cardiomyocytes 30,33 and endothelial cells3’34’35. Ihe present data on Angil receptor
expression are consistent with a previous study in which administration of
losartan or PD123319 in SHR between 10 and 20 weeks of age resulted in
reduced AI1 and AI2 receptor mRNA expression.36
The main finding of the present study is that AT1 and AT2 receptors contributed to
valsartan-induced cardiac remodeling by regulating apoptosis in a cell-specific
manner in young aduit SHR. Co-treatment with PD123319 attenuated the increase
in intemucleosomal DNA fragmentation, indicative of apoptosis induction, and
fibroblast deletion during the regression of cardiac hypertrophy in SHR treated
with valsartan. Histological analysis revealed, however, that apoptosis was
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differentially regulated depending on the celi type examined. Whereas valsartan
selectively increased TUNEL labeling in interstitial fibroblasts and epicardial
mesothelial celis, PD123319 reduced TUNEL labeling only in epicardial
mesotheliai ceils. These resuits implicate AT2 receptors in mediating mesothelial
celi but flot fibroblast apoptosis. This is in apparent contrast with the observation
that valsartan-induced reduction in fibroblast number was attenuated by
PD123319. A possible explanation is that the dynamics of cardiac fibroblast
population is determined by the balance between ceil proliferation and cell death,
a feature we have recently documented’8. Consistent with this view, valsartan
induced inhibition of cardiac DNA synthesis was attenuated by PD123319 co
administration. Inasmuch as fibroblasts contribute to cardiac DNA synthesis,
these results suggest that PD123319 attenuated or retarded the reduction in
fibroblast number by preventing growth inhibition in the presence of valsartan.
Moreover, since the absolute ceil number obtained by stereological quantification
in the heart represents a balance between the cumulative effect of ongoing cellular
proliferation and death (apoptosis, necrosis), TUNEL resuits obtained for a single
cell type can hardly be associated with absolute ceil number variations, but should
be considered as a contributing factor. Compared to the high level of epicardial
apoptosis in SHR treated with valsartan or enalapril, the levels of apoptosis in
interstitiai fibroblasts observed in the present study is low but nevertheless
physiologically important. We recently documented that it resuits in significant
reversai of fibroblast hyperplasia after 4 week-treatment in SHR.2° We proposed
that fibroblast apoptosis may contribute to the reversai of cardiac interstitial
fibrosis observed with angiotensin receptor blockers.
Several studies suggest that apoptosis increases in cardiomyocytes following AT1
receptor activation in vitro 29,30,37 or with ageing in vivo 38,39, a feature that is
reduced with inhibitors of the renin-angiotensin system.384° In the present study
with young aduit SHR, valsartan did flot modulate the low levels of apoptosis in
cardiomyocyte but decreased their hypertrophy, an effect that was reversed by the
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co-administration of PD123319 independently of blood pressure changes. These
resuits are consistent with the observations of Booz et a11° showing the
countervailing influence of AT2 receptors on AT1-mediated protein synthesis and
cellular hypertrophy in rat neonatal cardiomyocytes.
This study provides the first evidence that AT2receptors mediate apoptosis in
mesothelïal celis but flot fibroblasts during the initial phase of hypertrophy
regression in the heart of SHR after AT1 receptor antagonism in vivo, suggesting
different susceptibilities of cardiac celi types in undergoing apoptosis. In the
epicardium, valsartan but flot enalapril-stimulated apoptosis was completely
blocked by the co-administration of PD123319, suggesting a role for AT2
receptors as a negative determinant of mesothelial cell survival. Increased
apoptosis in the mesothelial ceil layer during regression of hypertrophy is likely to
be an adaptative response to the regression of ventricular mass. Mesothelial celis
are an important source of mediators implicated in cardiac damage including
endothelin4’ and angiotensin-converting enzyme42. Whether AT2 knockout mice
show functional or structural alterations specific to the epicardium is unknown but
the possibility that developmental alterations in epicardial phenotype in AT2
knockout mice may contribute to the discrepant resuits with these models is
intriguing. Finally, the present data suggest the prevention of post-operative
epicardial adhesions in pigs treated with valsartan may involve AT2 receptor
mediated mesothelial cell apoptosis43. It was recently shown that AT2 receptors
stimulate kininogenase activity with subsequent activation of kinin B2 receptors
and nitric oxide production44’45. Thus, we cannot rule out the possibility that AT1
antagonists and converting enzyme inhibitors regulate mesothelial ceil apoptosis
via this common pathway.
Administration of PD123319 alone had no significant effect suggesting that AT2
receptors do flot elicit a tonic pro-apoptotic and anti-growth effect under basal
conditions in the heart of SHR. This is a feature which we have observed
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previously in SHR aorta24 and which is consistent with the observations of
Makino et al.36 Increased Ang II generation in SFJR treated with valsartan, as we
previously documented24, may be involved in mediating AT2-dependent apoptosis
in the epicardium. Altematively, a balance of countervailing influences between
AI1 and AI2 receptors may be involved.
It lias been reported that AT1 receptors blunt AT1-induced proliferation in
coronary endothelial celis isolated from SHR hearts.3 We now report that
administration of angiotensin receptor antagonists alone or in combination did flot
affect endothelial celi apoptosis or decrease capillary number or density within 2
weeks of treatment. These data are consistent with previous reports demonstrating
that cardiac capillaries are flot decreased in SHR receiving renin-angiotensin
system inhibitors.4647 However, potential long-term effects of therapy on
endothelial celi population dynamics cannot be excluded.
Perspectives
Our in vivo resuits provide a conceptual framework for novel therapeutic
intervention in cardiac hypertrophy management. Considering that AI2 receptors
may be up-regulated in cardiac pathologies7”0’48, furtlier studies should investigate
angiotensin receptor subtypes as cell type-specific determinants which could
represent selective targets for disease intervention.
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3.7. FIGURE LEGENUS AND FIGURES
Figure 1: Photomicrographs (X600) showing A. areas immunoreactive for a
sarcomeric actin (cardiomyocyte ccli body in diffuse red) and areas positive for
the total nuclear stain propidium iodide (bright red, sharpiy delineated spots). The
arrow points a non-cardiomyocyte nucleus (iocated outside the Œ-sarcomeric actin
stained area). B. The same fieid visualized under an FITC fiiter showing the same
nucleus as a TUNEL-positive (bright green, sharpiy deiineated) nucleus. C.
Endothelial celis (briglit red, sharply delineated spots) after staining with TRITC
labeied iectin. D. In the same field, visuaiized under an AMCA fiiter, the arrow
points a TUNEL-positive (bright biue, sharply delineated), lectin-negative non
cardiomyocyte nuciei, indicating an interstitiai fibrobiast. E. TUNEL-positive
nuclei prevalent in the epicardium.
Figure 2. Detection of AT1 and AT2 mRNAs by reverse transcription-polymerase
chain reaction in the heart of treated SHR. GAPDH mRNA is internai controi.
Amount of AT1 and AT2 mRNA was measured by scanning and is expressed as
ratio of opticai density of AT receptor to GAPDH mRNA.
Figure 3. Changes in (A. and C.) internucleosomal DNA fragmentation and (B.
and D.) DNA synthesis in the ventricule of SHR treated for 1 or 2 weeks with
valsartan (VAL), PD123319 (PD), enaiapril (ENA) or a combination of VAL or
ENA with PD. * Significantly different (P < 0.05) from controi group (n=5-8 per
group).
Figure 4. Effects of treatment with vaisartan (VAL), PD123319 (PD) or a
combination of VAL and PD for 2 weeks on the cardiomyocyte cross-sectionai
area. * Significantiy different (P <0.05) from control group (n=5 per group).
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Figure 5. Changes in the total number of cardiomyocyte nuclei (LI ) and non
cardiomyocyte nucleï () in the A. left ventricle and B. right ventricle of SI-W
treated for 2 weeks with valsartan (VAL), PD123319 (PD) or a combination of
VAL and PD. Changes in the total number of C. capillaries per cross-section
(capillary density) and D. capillary per myocyte, in the heart of SHR treated for 2
weeks with valsartan (VAL), PD123319 (PD) or a combination of VAL and PD *
Significantly different (P<O.05) from control group (n=5-$ per group).
Figure 6. Effects of treatment with valsartan (VAL), PD123319 (PD) or a
combination of VAL and PD for 1 week on the percentage of TUNEL-positive
nuclei among the population of A. fibroblasts, B. endothelial ceils, C.
cardiomyocytes per cross-section of the left ventricles of SHR. * Significantly
different (P<O.05) from control group (n=5-8 per group).
Fïgure 7. Effects of treatment A. with valsartan (VAL), PD123319 (PD) or a
combination of VAL and PD for 1 week on the percentage of TUNEL-positive
nuclei among epicardial mesothelial ceils * Significantly different (P<O.05) from





































































































































































































SYNERGISTIC INTERACTION BETWEEN ENALAPRIL, L-ARGININE
AND TETRAHYDROBIOPTERIN IN SMOOTH MUSCLE CELL
APOPTOSIS AND AORTIC REMODELING INDUCTION IN SHR
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1. Smooth muscle cell (SMC) apoptosis occurs at the onset of enalapril-induced
regression of aortic hypertrophy in SHR. A potential mechanism is the
correction of endothelial dysfunction (ED) leading to reduced production of
reactive oxygen species and enhanced bioavailability of nitric oxide (NO), a
potent apoptosis inducer. Stimulants of NO include the precursor L-arginine
and the NO synthase cofactor tetrahydrobiopterin (BH4) which correct ED in
several models.
2. The objective was to examine the relationships between ED and the cell
growth I death balance during vascular remodeling induced by enalapril in
SHR.
3. Ten week-old SHR received enalapril (ENA: 30 mg/kglday p.o.) for 1 or 2
weeks, or a co-treatment of L-arginine (2.0 glkglday p.o.) and BH4 (5.4
mglkglday i.p. twice daily) administered alone (group: LB) or in combination
with enalapril (ENA+LB) for 1 week. Controls received vehicle.
4. After 1 week, ED was completely corrected with LB but flot affected
significantly by ENA whereas both treatments failed to induce SMC apoptosis
or aortic remodeling. The correction of ED and the induction of SMC
apoptosis (3.7-fold increase in TUNEL labeling) required 2 weeks of ENA
treatment. The combination of LB with ENA for 1 week, however, was
additive for the reduction of SMC proliferation, and synergistic for the
induction of apoptosis and regression of vascular hypertrophy. These
interactions were independent of blood pressure regulation.
5. Our resuits suggest that the correction of ED is not sufficient to induce SMC
apoptosis and vascular remodeling, although facilitates these effects during
enalapril treatment.
Keywords: endothelial dysfunction, apoptosis, enalapril, tetrahydrobiopterin,
nitric oxide, hypertension.
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Abbreviations: BH4, tetrahydrobiopterin; ED, endothelial dysfunction; NO, nitric
oxide; SHR, spontaneously hypertensive rat; SMC, smooth muscle celi.
4.2. INTRODUCTION
Hypertension is associated with endothelial dysfunction (ED), which is
characterized by an increased production of reactive oxygen species (ROS) and a
decreased bioavailability and output of nitric oxide (NO). This impairs
vasorelaxation13 and vascular mass regulation by NO.
Tetrahydrobiopterin (BH4), an essential cofactor of nitric oxide synthase (NOS),
plays a key role in the generation of NO.4 BH4 synthesis inhibition induces
endothelial NOS (eNOS) dysfunction in isolated vessels, whereas its
administration normalizes eNOS function in isolated spontaneously hypertensive
rat (SHR) vasculature.59 In addition, aortic and cardiac eNOS dysfunction in
SHR is corrected following long term treatment with certain classes of
antihypertensive drugs such as ACE inhibitors, AI1 antagonists’°2 but not
some vasodilators.’3 We have previously reported that ACE inhibitors and AT1
antagonists induce a transient wave of apoptosis in cardiac fibroblasts and aortic
SMC leading to cardiovascular hypertrophy regression in SHR’47 Both SMC
apoptosis and the onset of aortic mass regression are prevented by the co
administration of a caspase inhibitor in SHR treated with an AT1 antagonist.18 In
contrast, treatment with the vasodilator hydralazine does flot affect ED,
cardiovascular apoptosis or mass regression in SFW.131-5 In vitro studies have
demonstrated that ROS such as superoxide (02-) increase celi growth or survival
in smooth muscle celis (SMC) and fibroblasts,’9’2° whereas NO elicits the
opposite effect and induces apoptosis in these celis via cGMP-dependent and -
independent pathways.224 Overall, these studies suggest that the balance
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between ROS and NO constitute a key determinant in the control of cell fate.
Therefore, we postulated that normalization of endothelial dysfunction may be a
key determinant of apoptosis regulation and cardiovascular DNA content in
enalaprïl-treated rats. To promote endothelial function, we have designed an “NO
enhancing therapy” in which L-arginine, the precursor molecule of NO, and BH4
are supplemented. The resuits suggest a synergistic interaction between




Seventy-three 10 week-oid male SHR were purchased (Charles-River, St
Constant, QC) and housed for at least 10 days before the initiation of the study.
Food and water were administered ad tibitum. Rats (n=5-1 1/group) were treated
for 1 or 2 weeks with the ACE inhibitor enalapril (ENA: 30 mglkg/day p.o.;
Sigma Chemicals, St-Louis, MO), an “NO enhancing therapy” (LB): L-arginine
(2 g/kglday p.o., Sigma Chemicals, St-Louis, MO) + (6R)-5,6,7,8-tetrahydro-L-
biopterin (BH4: cumulative dosel0.$ mg/kg; Schircks Laboratories, Jona,
Switzerland) dissolved in saline and given fractionally in two i.p. injections per
day, or a combination of both treatments (ENA+LB). Control rats received
vehicle according to the same administration schedule as treated animais.
Moreover, subsets of SHR were treated with L-arginine and BH4 separately.
Systolic blood pressure was determined in conscious restrained rats by the tail
cuff method as we described previously.14 Rats were anesthetized with a single
i.m. injection of a mixture of ketamine (80 mg/kg; MTC Pharmaceuticals,
Cambridge, ON), xylazine (4 mg/kg; Bayer, Etobicoke, ON), and acepromazine
(2 mg/kg; Ayerst, Montreal, QC). In order to evaluate vascular DNA synthesis in
vivo a subgroup of rats received a single i.v. bolus of [3H]-thymidine (0.5 mCi/kg;
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New England Nuclear, Mississaugua, ON) after induction of anesthesia at 1.5
hour pnor to sacrifice. Death was induced by exsanguination by draining via the
jugular vein. The thoracic aorta was isolated, cleaned of adherent tissue and a
vascular segment (3mm) between the 3 and 4th intercostal arteries was fixed in
4% paraformaldehyde and later paraffin-embedded for in situ histological studies.
In a subgroup of rats, a segment was placed in cold Krebs solution for immediate
vasoreactivity studies. The rest of the aortic media was denuded of endothelium,
snap-frozen and pulverized in liquid nitrogen and stored at —80°C until further
processing for DNA internucleosomal fragmentation (hallmark feature of
apoptosis), synthesis and content measurements, as described previously.14 All
animal manipulations were conducted according to institutional guidelines.
Vasoreactivity
Freshly isolated aortic rings were placed in organ chambers filled with
oxygenated (95% 02-5% C02) 37°C Krebs solution (in mM: dextrose, 11; NaC1,
117.5; MgSO4, 1.18; KH2PO4, 1.2 NaHCO3, 25; KC1, 4.7; CaC12, 2.5). Isometric
contractions were measured with the use of isometric force transducers (Harvard
Apparatus, Montreal, QC), and a computerized data acquisition system (Biopac
System, Harvard Apparatus, Montreal, QC). Tissues were subjected to 1.Og of
tension and instrinsic contractility was assessed by stimulating tissues with KCI
(70 mM) as previously established.25’26 Indomethacin (10 jiM; Sigma
Chemicals, St-Louis, MO) was added in order to block vasoactive prostaglandins.
Five minutes prior to assay, segments of aortic rings from each rat were incubated
with catalase (1200 units/ml; Roche, Indianapolis, IN) or superoxide dismutase
(SOD: 150 units/ml; Sigma Chemicals, St-Louis, MO) for hydrogen peroxide
(F12O2) and superoxide (02-) reduction respectively. Next, tissues were pre
contracted with phenylephrine (PE; 0.3mM; Sigma Chemicals, St-Louis, MO) and
endothelium-dependent vasorelaxations were measured by exposing tissues to
cumulative concentrations of acetylcholine (Ach: 1-1000 nM range). Relaxations
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were expressed as a percentage of the PE-induced plateau of contraction.
Following acetylcholine, a subset of the relaxed tissues were challenged with the
NO S inhibitor N° -nitro-L-arginine-methylester (L-NAME; 1-300 jiM);
Calbiochem, San Diego, CA). Finally, tissue were contracted again with
phenylephrine (0.3mM) and stimulated with sodium nitroprusside (1 nM-100 uM;
Sigma Chemicals).
Histology
Paraffin-embedded aortic segments were cut into 5j.tm sections, deparaffinized
and stained with hematoxylin (Sigma Chemicals, St-Louis, MO). Arterial sections
were captured at 40X magnification and digitized for media! cross-sectional area
(C$A) measurements’4J6 using the NIH Image 1.61 program
(http://rsb.info.ni h .gov/nih-image/).
SMC nuclei showing evidence of internucleosomal DNA fragmentation were
detected in situ using a fluorescent terminal deoxynucleotidyl transferase
mediated dUTP-biotin nick end labeling (TUNEL) assay using biotin-16-dUTP
(Roche, Indianapolis, IN) and FITC-labeled Extravidin (Sigma Chemicals, St
Louis, MO) as tracers and propidium-iodide as a counterstain as described
previously.17 Negative controls had water instead of tdt.
Image analysis of TUNEL-positive nuclei was performed in a blinded manner
using a fluorescence microscope with appropriate filters. Every TUNEL-positive
SMC nuclei per cross-section was counted.
Statistical analysis
Values are presented as mean±SEM. Data from treated groups were compared
with those of control group by two-way analysis of variance (ANOVA) and
unpaired StudenCs t-test with Bonferroni/Dunn correction for multiple
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comparisons. P <0.05 was considered statistically significant. Because the data
on vascular reactivity and remodeling obtained in rats treated with enalapril for 1
week were similar in the time course study and in the drug combination study,
data from these rat were pooled in order to increase the statistical power of our
analysis.
4.4 RESULTS
Enalapril time course study
Pretreatment values of body weight were 250±1 g (n=15). Ail rats gained weight
during the experiment and final body weight values were similar between ail
groups (flot shown). In rats treated with enalapril high biood pressure was
significantiy reduced after 6 and 12 days (144±2 and 147±6 mmHg, respectively)
as compared to age-matched controls (182±4 and 190±2 mmHg, respectively).
Correction of endothelial dysfunction in SHR aortic rings precontracted with
phenyiephrine was measured by the catalase-resistant components of
vasorelaxations in response to increasing cumulative concentrations of Ach in the
presence of indomethacin. The contractile response to KC1 or phenylephrine were
flot significantly different between placebo (0.80±0.10 g and 1.16±0.12 g,
respectively) and enalapril treated groups (flot shown). In control animais, the
vasorelaxation curve of the catalase group (NO-mediated relaxation) was
significantly shifted towards the right as compared to the vehicle group (NO and
H2O2-mediated relaxations) (Figure la). This effect of catalase was stili present
after 1 week but not 2 weeks of enalapril treatment (Figure lb and le). These
resuits suggested correction of ED at 2 weeks of enalapril treatment. In this study,
incubation of aortic rings with SOD had no significant effect on Ach-induced
vasorelaxations in ail time points studied. Finally, relaxations in response to
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sodium nitroprusside were maximal in ail groups and unaffected by treatment (flot
shown).
As we have previously reported, there was no significant change in TUNEL
labeling in SHR treated with enalapril for 1 week as compared to controls.
However, in SHR treated with enalapril for 2 weeks and consistent with the time
course of correction of ED, TUNEL labeling in the aortic medial segment
revealed a significant 3.7-fold increase in apoptotic nuclei (Figure 2c).
L-arginine + BH4 combination therapy study
Our preiiminary data indicated that treatment with L-arginine or BH4
administered alone for one week faiied to modulate vascular growth, apoptosis or
remodeling in animais treated with placebo or enalapril (data not shown). We
postulated that a co-treatment with these drugs may be more potent in stimulating
vascular remodeling. Thus, the co-administration of L-arginine and BH4 (LB
group) was examined alone or in combination with enalapril at 1 week.
Pretreatment values of body weight were 249±2 g (n=54). Ail rats gained weight
during the experiment but final values of body weight were similar between ail
groups (flot shown). High blood pressure was significantly reduced after 6 days of
treatment with enalapril alone or in combination with LB as compared to controis,
whereas LB alone had no significant effect versus controls (Figure 3).
The correction of endothelial dysfunction in SHR treated with enalapril or LB,
alone or combined was measured in aortic rings by the catalase-resistant
components of Ach-induced vasorelaxations as described above. The contractile
responses to KC1 or phenylephrine were flot significantly different between
placebo and treated groups (not shown). A 1-week treatment with LB alone or in
combination with enalapril abolished the sensitivity to catalase, suggesting the
correction of ED (Figures ld, le). Incubation of aortic rings with SOD had no
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significant effect on vasorelaxations. Following relaxation with Ach, rings
incubated in the absence of catalase or SOD were immediately stimulated with L
NAME. This elicited a dose-dependent increase in vascular tone (Figure 4). A
two-way ANOVA revealed that contractile responses to L-NAME were
significantly enhanced in tissues from rats treated with LB in combination with
enalapril. Finally, relaxations in response to sodium nitroprusside were maximal
in ail groups and unaffected by treatment (flot shown). These data suggest that
acetylcholine-induced vasorelaxations were attributable to NO synthase activity.
Whereas a 1 week treatment with enalapril or with LB alone did not significantly
increase the levels of intemucleosomai DNA fragments in extracted DNA, the
combination of both treatments stimulated a 9.7-fold increase in fragmentation
values (versus controis: 0.53±0.18 arbitrary units/tg DNA; Figure 5a). This
synergistic interaction of treatments on apoptosis induction was corroborated by
values obtained from TUNEL labeling. Co-treatment of enalapril and LB caused a
significant 4.9-fold increase in TUNEL-positive nuclei in the aortic media
whereas enalaprii or LB applied separately had no effect (Figure 6). Incorporation
of [3H]-thymidine into aortic DNA was significantiy reduced by enalapril and LB
(by 27% and 19% respectively). However the combination of enalapril and LB
elicited an additive 51% decrease of DNA synthesis (Figure 5b). At this early
time point (1 week), DNA content in the aortic media was flot significantly
affected by the treatments with enalapril and LB applied alone or in combination
versus controls (1.48±0.33 jiglrnrn). Treatment with enalapril or LB alone did flot
affect aortic CSA whereas the combination of enalapril and LB elicited a 13%
decrease indicative of hypertrophy regression (Figure 5c).
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4.5. DISCUSSION
The endothelium produces several relaxing factors such as EDHF, PGI2 and NO.
The latter is derived from the transformation of the amino acid L-arginine into
citrulline by the activity of NOS under the influence of agonists and mechanical
forces such as shear stress.27 Three NOS isoforms are present in the vascualture
namely the endothelial NOS (eNOS), the neuronal (nNOS) and the inductible
(iNOS). The primary NOS isoform is the endothelial NOS (eNOS), however, it
has been suggested that the neuronal NOS (nNOS) may be up-regulated in SMC
as a compensatory mechanism to ED28 therefore a role for nNOS cannot be
excluded, whereas iNOS is cytokine induced in tissues during inflammation. In
addition, endothelial cells can produce contracting factors including prostanoids
(TXA2 and PGH2), ET-1 and ROS such as °2 which counteract with the relaxing
activity of NO.27 Moreover, ROS can impair endothelial function by causing NO
breakdown and conversion into the potent pro-oxidant peroxynitrite.
The activity of all three NOS isoforms and formation of NO is dependent on the
presence of optimal concentrations of its critical co-factor BH4.2934
Accordingly, several studies have demonstrated the critical implication of BH4in
endothelial homeostasis35’36 while others have suggested a direct antioxidant
mechanism for BH4.37 Biochemical studies have demonstrated that suboptimal
concentrations of BH4 lead to production of H2O23 8 that can mediate
endothelium-dependent relaxations. However, H202 is a sluggish oxidant and may
lead to oxidative vascular injury upon sustained production.7 In addition, H202 is
implicated in intracellular signaling leading to ceil proliferation in vascular
smooth muscle ceils stimulated with Angil (via AT1 receptors).39
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Vascular oxidative stress due to dysregulation of endothelial function contributes
to the pathophysiology of cardiovascular diseases including hypertension. Loss of
homeostatic balance between cellular growth and death remains at the basis of
morbidity such as hypertrophy and atherosclerosis. Potential underlying
mechanisms are provided by a growing body of evidence demonstrating that
while H202 and ROS increase ce!! growth or survival in cell types such as SMC
and fibroblasts,’9’2° NO exerts the opposite effect in those cells.22 We
previously demonstrated that ACE inhibitors and angiotensin AT1 receptor
antagonists reverse the ear!y stages of cardiovascular remodeling in SHR by
altering degrees of cellular pro!iferation and/or its essential counterpart,
apoptosis. 14-17,40 We provided evidence that renin-angiotensin system inhibitors
are equipotent in inducing apoptosis in aortic SMC’4’40and interstitial cardiac
fibroblast’7 during regression of cardiovascular hypertrophy. In retrospect, it
appeared that antihypertensive drugs known to normalize endothelial function
also share the ability to induce apoptosis during regression of cardiovascular
hypertrophy. Therefore, it seems that ED favors cardiovascular growth while its
restoration favors regression of cardiovascular hypertrophy. In order to examine
the relationship between correction of ED and vascular remodeling, we tested
various drug combinations to enhance vascular NO output. In preliminary
experiments, the administration of L-arginine or BH4 a!one did flot elicit vascular
remode!ing within one week. This was seen in anima!s receiving placebo or
enalapril. Thus we tested these drugs in combination in animals treated with or
without enalapifi for 1 week.
Administration of L-arginine and BH4completely corrected ED, as interpreted by
the loss of H202 mediated vasore!axations. Co-administration of ena!april did flot
alter L-arginine and BH41s combined effect on restoration of endothelial function.
Interestingly, L-NAME-induced contractions were potentiated significantly on!y
in anima!s treated with the combination of L-arginine, BH4 and ena!april, i.e. the
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drug combination that induced SMC apoptosis and vascular remodeling. These
data suggest increased vascular NOS activity in animais receiving tri-therapy. The
relative contribution of eNOS and nNOS activity to these changes remains to be
better defined. The activity of nNOS in SHR vessels was not assessed because of
the lack of specific inhibitors for this NOS isoform. Oxidative stress and nNOS
expression are enhanced in arteriai SMC of SHR or AngII-infused rats4’ but the
time course for the down-regulation of these effects by enalapril in SHR remains
unclear. It is intriguing to speculate that enalapril reduction of AT1-dependent
oxidative stress within SMC may enhance the local bioavailability of NO
produced by residual nNOS during the first week of enalapril. This effect would
not be detected by stimulating aortic rings with acetylcholine but may explain the
greater contractile effects of L-NAME in vessels with tri-therapy. Enhanced
bioavailability of NO from nNOS, in combination with the rapid correction of
eNOS dysfunction induced by L-arginine and BH4, may resuit in enhanced total
vascular NO output, thus triggering SMC apoptosis and vascular remodeling.
Suppression of SMC DNA synthesis was observed in aortic extracts from SHR
treated with enalapril and with L-arginine + BH4 for 1 week, whereas the
combination of both treatments had an additive effect on DNA synthesis
reduction suggesting the activation of common pathways.
Consistent with our previous observations,’4 enalapril induced SMC apoptosis
after 2 but flot 1 week of administration and aortic apoptosis correlated in time
with the correction of ED during enalapril treatment. Moreover, a 1 week
treatment with L-arginine + 3H4 alone had no effect on aortic apoptosis measured
by oligosomal DNA fragmentation and TUNEL assays. Interestingly, the
combination of both enalapril and L-arginine + BH4 treatments had a synergistic
interaction on SMC apoptosis stimulation independently of blood pressure
regulation since L-arginine + 3H4 treatment had no hemodynamic effect. This
synergistic response may reflect the cumulative pro-apoptotic and anti-growth
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effects of NO-dependent and independent pathways. NO is a known inducer of
apoptosis in cultured SMC whereas AT1 receptors for Angil elicit anti-apoptotic
effects in those cells.42 Cardiovascular diseases are often associated with a
decreased bioavailability of NO and increased levels of Ang ii. Our resuits are
consistent with the notion that the balance between NO and Ang II plays an
important role in the modulation of vascular structure.
Some of our resuits suggest that the correction of ED is associated with the
induction of SMC apoptosis, i.e. with enalapril alone (at 2 weeks) or with
enalapril in combination with L-arginine + BH4 (at 1 week). However, correction
of ED alone with L-arginine + 3H4 did not induce SMC death. Together, these
data suggest that correction of ED is flot sufficient although it may be permissive
for SMC apoptosis induction during regression of vascular hypertrophy with ACE
inhibitors. The kinin/NO pathway is an interesting candidate pathway for
apoptosis induction in this model. ACE inhibitors decrease kinin degradation
which promote the release of NO via the activation of endothelial Bi and B2
receptors.23 ,42 ,44 Activation of the ldnin/NO pathway reduces cardiovascular
mass during ACE inhibition,45’46 decreases excessive deleterious Ang II
production’ and prevents ldnin B2 receptor desensitization.47’48
The cumulative effects of both enhanced DNA synthesis reduction and synergistic
interaction on apoptosis stimulation with the combination of both enalapril, L
arginine + 3H4 treatments was associated with a significant reduction of aortic
mass. Consistent with our previous observations,’4 DNA content was not yet
reduced at the early time of 1 week of enalapril treatment. It is tempting to
speculate that the modulation of SMC growth and apoptosis by the combined
treatment with LB and enalapril would result in regression of SMC number at
later time point.
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Endothelial dysfunction promûtes vascular complications in hypertension.
Normalization of endothelium function by such an “NO enhancing therapy” as
described herein or by chronic supplementation of folates that increase BH4
availability,37’49 could constitute an important goal for antihypertensive therapy.
The synergistic interaction of our “NO enhancing therapy” on enalapril’s ability in
SMC apoptosis induction during vascular hypertrophy regression reveals possible
new avenues for aggrcssive therapeutic intervention in cardiovascular remodeling.
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4.7. FIGURE LEGENDS AND FIGURES
Figure 1. Endothelium-dependant acetylcholine- (Ach) induced vasorelaxations
in vehicle, catalase or SOD pre-incubated aortic rings of a. untreated controls,
SI-W treated with: b. enalapnl (ENA) for 1 week, c. ENA for 2 weeks, d. L
arginine+BH4 (LB) for 1 week, e. or a combination of both ENA+LB for 1 week.
Relaxations are expressed by the percentage response to phenylephrine (PE) pre
contraction. *significantly different (P < 0,05) from vehicle group (n=5-11 per
group).
Figure 2. Photomicrographs taken in the aortic media of SHR showing a. total
SMC nuclei (bright red, sharply delineated spots) following propidium iodide
staining, b. TUNEL-positive nuclei (bright green, sharply delineated) in the same
field visualized under an FITC filter. c. Changes in the number of TUNEL
positive SMC nuclei per cross section of the aortic media in untreated Controls
and SHR treated with enalapril (ENA) for 1 or 2 weeks. *Significantly different
(P < 0.05) from Control group (n=5-8 per group)
Figure 3. Changes in systolic blood pressure in untreated (Control) and SHR
treated for 1 week with enalapril (ENA), L-arginine+BH4 (LB), or a combination
of both (ENA+LB). *significantly different (P < 0.05) from Control group (n=5-
11 per group).
Figure 4. L-NAME induced vascular contractile response in vehicle, catalase or
SOD pre-incubated aortic rings of untreated (Control) and SHR treated for 1 week
with enalapril (ENA), L-arginine+BH4 (LB), or a combination of both
(ENA+LB). *significantyy different (P <0.05) from Control (n=5-1 1 per group).
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Figure 5. Changes in a. intemucleosomal DNA fragmentation, b. DNA synthesis,
c. medial cross sectional area in the aorta of untreated (Control) and SUR treated
for 1 week with enalapril (ENA), L-arginine+BH4 (LB), or a combination of both
(ENA+LB). *$ignificantly different (P < 0.05) from Control group (n=5-11 per
group).
Figure 6: Changes in the number of TUNEL-positive SMC nuclei per cross
section in the aortic media of untreated (Control) and SHR treated for 1 week with
enalapril (ENA), L-arginine+BH4 (LB), or a combination of both (ENA+LB).

































































































































































































L’objectif général de cette thèse est d’évaluer l’implication des sous-types de
récepteurs de l’angiotensine et de la correction de la dysfonction endothéliale
dans la réponse apoptotique cellule-spécifique du système cardiovasculaire chez
le SHR traité avec les bloqueurs du SRA (iECA ou antagonistes AT1). L’objectif
général est scindé selon les objectifs individuels des trois manuscrits soit:
Article 1) Identification du type cellulaire apoptotique dans le coeur
Article 2) Détermination du rôle des récepteurs AT2 dans l’apoptose cardiaque
Article 3) Détermination de l’implication de la correction de la dysfonction
endothéliale dans l’apoptose
Afin d’alléger et de rendre la discussion de l’objectif générale plus claire, les
objectifs de chaque article seront discutés séquentiellement et les perspectives
ainsi que les implications cliniques du projet de doctorat seront abordées
subséquemment.
5.1. SÉLECTION DU MODÈLE
Le SHR âgé de onze semaines est un modèle expérimental où l’hypertension
artérielle et le remodelage cardiovasculaire sont déjà bien établis. C’est un modèle
génétique d’hypertension primaire très bien caractérisé au niveau du remodelage
vasculaire et de l’hypertrophie/hyperplasie des organes cibles. Ce remodelage
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cardiovasculaire est associé à une augmentation de la prolifération cellulaire
apparente in utero et dans les premiers jours suivants la naissance, ainsi qu’à une
atténuation des taux d’apoptose cumulatives par rapport aux tissus d’animaux
normotendu, corroboré par méthodes histologiques et biochimiques.246’247 Ces
changements chez le SHR ont lieu sans que la pression artérielle soit
significativement plus élevée. En effet, diverses études in vitro ont démontré que
le renouvellement cellulaire évalué à partir de l’index de croissance (ratio
synthèse d’ADN apoptose) est beaucoup plus élevé chez les SHR que chez les
WKY, privilégiant ainsi l’augmentation de la masse cardiovasculaire et le contenu
en ADN chez ces animaux hypertendus.374’379’382 Enfin, tout comme
l’hypertension essentielle chez l’homme, le SHR démontre des désordres de
plusieurs systèmes de régulation de la pression artérielle (voir section 1.1.6.1.).
En résumé, le SHR âgé de onze semaines représente un modèle d’études in vivo
intéressant d’une part car le remodelage pathologique est bien défini et d’autre
part, car le remodelage thérapeutique avec les bloqueurs du SRA est rapide,
permettant l’étude approfondie des mécanismes moléculaires et cellulaires
généraux responsables de la régression de l’hypertrophie cardiovasculaire.
5.2. OBJECTIF 1
Identification du type cellulaire apoptotique tors de la régression de
I ‘hypertropÏtie cardiaque induit par les bloqueurs du SRA.
Tel que nous l’avons décrit dans l’introduction, les évidences actuelles suggèrent
que la régulation de l’apoptose dans le coeur par l’AngII est cellule spécifique
(section 1.3.4.3.). Ce même signal peut induire via l’activation des récepteurs
AT1 l’apoptose des cardiomyocytes d’une part255’383 ce qui compromet la
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fonction cardiaque,328’331’384 ainsi que la prolifération des fibroblastes,385 ce
qui augmente le dépôt de la matrice extracellulaire pouvant engendrer la fibrose
cardiaque.386’387 Ces deux phénomènes sont atténués avec les iECA ou des
antagonistes AT1 ce qui démontre la capacité cardioprotectrice des bloqueurs du
SRA.328’375’324’388 Donc la question clé de la première étude était de savoir si
l’hyperplasie pré-établie des fibroblastes peut être renversé par apoptose avec les
bloqueurs du SRA; une hypothèse que nous avons confirmé par analyses
biochimiques, histologiques et stéréologiques.
Avec un peu de recul sur nos résultats, nous avons observé que les deux
traitements antihypertenseurs (antagoniste AT1, iECA) possédent:
1) un effet pro-apoptotique sur le même type cellulaire (fibroblastes),
2) une amplitude identique de l’effet pro-apoptotique,
3) une proportion identique de la diminution de la cellularité des non
cardiomyocytes (le nombre total de non-cardiomyocytes des SHR
après traitement est équivalent à celui des WKY non-traités du même
âge),
4) aucun changement dans la cellularité des cardiomyocytes ou la densité
capillaire.
Cependant, confirmant les résultats antérieurs obtenus par notre groupe, nous
avons observé une divergence dans la cinétique d’induction de l’apoptose avec les
deux médicaments (l’apoptose est stimulée à 1 semaine avec les antagonistes AI1
comparativement à 2 semaines pour une dose équipotente d’iECA). Dans leur
ensemble, ces résultats peuvent suggérer que les bloqueurs du SRA stimulent
l’apoptose dans une sous-population de fibroblaste. De plus, nous avons observé
un «gradient » de fibroblastes apoptotiques dans la paroi ventriculaire avec des
taux élevés dans la région épicardique et subépicardique, diminuant
progressivement de la région du midmyocarde vers l’endocarde. Ceci appuie la
suggestion d’une hétérogénéité des phénotypes des cardiocytes à travers la paroi
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ventriculaire, supportant l’idée d’une induction de l’apoptose selon une sous-
population ou l’environnement cellulaire.
5.2.1. Susceptibilité d’une sous-population cellulaire à l’apoptose
5.2.1.1. Myofibroblastes et cellules mésothéliales
Il est connu que le stress exercé sur la paroi ventriculaire cause un changement du
phénotype des fibroblastes en myofibroblastes.127 Les myofibroblastes possèdent
un phénotype contractile grâce à l’expression de plusieurs marqueurs de CML tel
u-actine CML, la tropomyosine et la chaîne lourde-B de la myosine.389’39° La
production accentuée de cytokines, chémokines, protéases et protéines
matricielles de ce sous-type de fibrobÏaste’27’389 joue un rôle crucial dans la
pathologie, l’inflammation, la fïbrose cardiaque et lors du processus de réparation.
Leur expression augmentée en collagène de type I précède la formation du tissu
fibreux’28 suite à une ligation coronaire, pericardiotomie, ou lors de la
défaillance cardiaque.
L’activation chronique du SRA et de l’axe aldostérone est associée au remodelage
structurel pathologique des ventricules caractérisé par la fibrose réparative (e.g.
cicatrices microscopiques) et réactive (périvasculaire/interstitiel) due à la
prolifération des fibroblastes et des myofibroblastes.391 En fait, l’aldostérone
augmente directement la prolifération des myofibroblastes via le récepteur aux
minérallocorticoides par un mécanisme dépendant de l’activation de la voie de
Ki-RasA et la cascade MAPK1/2.392 De leur part, ces myofibroblastes expriment
l’ECA et produisent de l’AngII localement ce qui régule la synthèse du collagène
de manière autocrine/paracrine et médie la réponse fibrotique, entre-autre celle de
l’épicarde.393’394. De plus, des études dans des fibroblastes cardiaques de rat en
culture ont démontré l’expression de l’ECA induit par le TGF-131 est associé à son
tour à la différenciation de ces cellules en myofibroblastes et à la fibrose
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cardiaque.395’396 L’ensemble de ces composantes décrites ci-haut aurait un effet
potentialisateur sur la différentiation. Compte tenu que l’hypertension artérielle
représente un facteur de risque pour les complications fibrotiques et elle est
associée à une augmentation de l’expression de I’ECA tissulaire, ceci pourrait
représenter une contribution additionnelle à la différenciation de fibroblastes
cardiaques en myofibroblastes. Finalement, compte tenu des fonctions exercées
par les myofibroblastes, ceux-ci doivent posséder à la fois une capacité de
migration (phénotype contractile) ainsi qu’une grande capacité proliférative et
d’élaboration de composantes de la matrice extracellulaire responsable de la
fibrose/cicatrisation (phénotype synthétique). Ceci sous-entend que ce sous-type
de fibroblaste possède une capacité accrue à modifier son phénotype et donc à se
dédifférencier.
Un autre type cellulaire cardiaque possédant une grande capacité proliférative et
donc apoptotique (renouvellement «turnover» élevé) est la cellule mésothéliale
de l’épicarde faisant partie intégrante de la plèvre cardiaque. Les cellules
mésothéliales contribuent grandement à l’expression tissulaire de
metalloprotéases matriciels et d’AngII. Cette génération locale régule aussi de
manière autocrine/paracrine la synthèse et la déposition de collagène du type I des
fibroblastes avoisinants.95 De même, les cellules mésothéliales modulent le
phénotype des myocytes en co-culture en augmentant leur expression en a-actine
CML. 129 Dans de telles conditions, une réponse similaire dans les fibroblastes
supporterait l’idée d’une prévalence de myofibroblastes dans la région
épicardique et subépicardique, ce qui représente une hypothèse intéressante
pouvant expliquer la fibrose péricardique associée aux stades avancés de
l’hypertrophie et à la défaillance cardiaque. La modulation phénotypique n’est pas
un phénomène isolé. En fait, un changement phénotypique a été décrit dans les
CML vasculaires qui substituent leur phénotype contractile pour un phénotype
synthétique ; un prérequis pour la progression de la maladie vasculaire.397
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D’autre part, il est intéressant de noter que l’AngII induit l’apoptose dans les
CML vasculaires en culture selon leur phénotype398 démontrant une
susceptibilité à l’apoptose selon le phénotype d’une sous-population cellulaire.
Nous avons observé d’une part que les niveaux d’apoptose basale et stimulé sont
les plus élevés dans les cellules mésothéliales de l’épicarde et d’autre part, que
l’apoptose du myocarde est préférentiellement localisée dans la région sub
épicardique du ventricule. Ainsi il serait intéressant de spéculer que les niveaux
élevés de l’apoptose dans le subépicarde comparativement du reste du myocarde
est stimulé préférentiellement dans des fibroblastes transformés en
myofibroblastes. Cette hypothèse est intéressante vu la grande capacité de
renouvellement de cette sous-population cellulaire, tout comme les cellules
mésothéliales, conférant de ce fait même une sensibilité accrue à la mort, ainsi
que leur localisation adjacente aux cellules mésothéliales et de leur influence
paracrine de la modulation phénotypique accentuant potenteillement cet effet. Si
confirmé, ceci pourrait avoir des implications importantes dans l’élaboration de
nouvelles thérapies sélectives ayant pour but la régression des désordres
fibrotiques. En tous les cas, une distribution en gradient depuis l’épicarde de cette
sous-population de fibroblaste dans l’hypertrophie cardiaque pourrait être vérifié
par un marquage immunohistologique de l’clL-actine CML, et l’implication de ce
sous-type de fibroblaste dans l’induction de l’apoptose par les inhibiteurs du SRA
pourrait être vérifié avec un co-marquage TUNEL - a-actine CML. Finalement, il
est intrigant de spéculer que l’apoptose dans les cellules épicardiques et sub
épicardiques durant la régression de l’hypertrophie cardiaque puisse aider à
préserver la fonction cardiaque en diminuant l’épaisseur de la paroi ventriculaire
sans augmenter la cavité ventriculaire.
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5.2.1.2. Cellules polyploÏdes
L’hypertrophie cardiaque est caractérisée par le développement de polyploïdie;
une preuve additionnelle de l’hétérogénéité de sous-populations cellulaire dans la
pathologie. Il a été démontré in vitro et in vivo que les cellules polyploïdes
aortiques et cardiaques sont plus fréquents chez les SNR que chez les WKY. De
plus, les cellules polyploïdes sont plus susceptibles que les cellules diploïdes à
entrer en apoptose. Dans cette première étude, les deux classes
d’antihypertenseurs ont démontré une tendance à augmenter le marquage TUNEL
dans les cardiomyocytes ; un effet qui est d’ailleurs significatif avec l’enalapril.
L’effet cumulatif était cependant marginal car le nombre total de cardiomyocytes
dans le ventricule n’a pas changé après 4 semaines de traitement. Diez et al. ont
rapporté que l’administration du quinapril a diminué le pourcentage de
cardiomyocytes tetraploïdes chez le SHR durant les 14 semaines de
traitement.247 Ces donnés suggèrent soit une division nucléaire ou soulèvent la
possibilité que les inhibiteurs de la voie de l’angiotensïne puissent induire
l’apoptose des cardiomyocytes polyploïdes de façon précoce durant le traitement
du SIIR.
Un déficit ou abérration de la protéine p53 induit la polyploïdie dans des
fibroblastes de souris et d’humain.399 Ainsi, p53 aide à maintenir la ploïdie
normale en prévenant la réplication de l’ADN avant la division mitotique
cellulaire. Actuellement, il y a peu de données qui démontrent une existence ou
une incidence élevée de fibroblastes polyploïdes dans le système cardiovasculaire
dans l’hypertension. Dans la première étude de cette thèse, nous avons observé
une diminution de 37% de la cellularité totale des non-cardiomyocytes après 4
semaines de traitement avec les inhibiteurs du SRA ; un résultat qui concorde
avec les valeurs obtenues pour la réduction du contenu en ADN après 2 et 4
semaines de traitement.40° Ainsi, compte tenu de la similarité des valeurs de la
réduction de la cellularité et du contenu en ADN et aussi compte tenu de la grande
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proportion dans la réduction des non-cardiomyocytes totales chez les SHR traités,
on peut a priori écarter une contribution majeure de fibroblastes polyploïdes dans
la réponse apoptotique. Cependant, il est connu que le remodelage
cardiovasculaire et l’hypertrophie des organes cibles dans l’hypertension est
causée par la mutation de gènes de régulation du cycle cellulaire ou de l’apoptose
dont p53. Une centaine de tels gènes sont impliqués dans le contrôle de la survie
cellulaire dans la pathogénèse de l’hypertension et la liste ne cesse de grandir.40’
Une divergence génotypique dans une sous-population cellulaire pourrait être
associée à une sensibilité accrue d’une sous-population cellulaire à l’apoptose
thérapeutique.
5.2.2. Susceptibilité à l’apoptose selon l’environnement
Une hétérogénéité due à l’environnement local, autre que l’influence du
mésothélium, pourrait être responsable du gradient d’apoptose des fibroblastes.
En fait, une hétérogénéité du phénotype des cardiomyocytes a déjà été
documenté. Les cardiomyocytes subépicardiques et subendocardiques diffèrent en
terme de concentration intracellulaire d’ions libres402’403 d’expression des
récepteurs et de cinétique dans l’activité de canaux ioniques404407 qui est
d’ailleurs maintenue in vitro. Plusieurs études ont documenté un gradient
transmural négatif au cours des raccourcissements et des étirements des
cardiomyocytes du subendocarde au subépicarde.408’409 Aussi, les
cardiomyocytes du subendocarde ont une consommation métabolique plus élevée
que les cardiomyocytes de l’épicarde. Fortuno et al. ont démontré chez des SBR
âgés de 16 semaines une incidence plus élevée de l’apoptose des cardiomyocytes
dans le subendocarde et le mésocarde et une réduction de l’apoptose des
cardiomyocytes dans ces régions par le losartan sans pourtant affecter l’apoptose
subépicardique après 14 semaines de traitement versus les témoins.249 Compte
tenu la régulation paracrine de la croissance cellulaire entre les fibroblastes et les
cardiomyocytes,41° on peut spéculer qu’à l’inverse, l’hétérogénéité des
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cardiomyocytes puisse conférer une sensibilité différente aux cellules avoisinantes
dans l’intégration du signal apoptotique. Ainsi, des études supplémentaires seront
requises pour déterminer les mécanismes expliquant la distribution «en gradient»
des cellules apoptotiques dans le coeur en régression rapide en réponse à une
thérapie antihypertensive.
5.2.2.1. Rôle de la matrice extracellulaire
Les effets bénéfiques des bloqueurs du SRA incluent la résorption de la matrice
extracellulaire par des mécanismes impliquant à la fois une diminution de sa
synthèse et une augmentation de l’activité des MMP.274 Le détachement des
cellules de la matrice suite à des changements dans sa composition est associé à
une perturbation de l’intéraction avec les intégrines, ce qui peut engendrer une
stimulation de la réponse apoptotique nommé dans ce contexte anoikis.
L’hypothèse mécanistique de l’anoikis apparaît être l’augmentation de
l’expression de FasL, l’atténuation de l’activité ERKY/2 et Akt/PKB4’412 ainsi
que le recrutement et l’activation de la caspase 8 par les intégrines dissociées de la
matrice extracellulaire.413
Nos études ont démontré une résorption du contenu relatif en collagène avec
l’enalapril et une diminution du contenu absolu d’élastine avec le valsartan et
l’enalapril dans le ventricule gauche de SFW traités pendant 4 semaines (résultats
non-publiés). De plus, nous avons démontré que ces mêmes traitements réduisent
l’aire de section ainsi que la largeur de la paroi ventriculaire gauche, sans pour
autant affecter les dimensions des cavités ventriculaires. Ceci suggère que la
résorption de la paroi ventriculaire, qui pourrait être au moins en partie due a une
réduction des composantes de la matrice, est plus grande dans la région
épicardique et sub-épicardique du coeur que partout ailleurs dans le ventricule. De
même, l’apoptose stimulée par nos traitements est maximale dans ces régions du
myocarde. Dans leur ensemble, ces observations pourraient suggérer l’implication
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du phénomène d’anoikis, ou alternativement le remodelage de la matrice
extracellulaire serait la conséquence de la perte des cellules. Dans ce contexte, il
serait intéressant d’évaluer le rôle de la matrice au cours de la phase précoce de la
régression de l’hypertrophie cardiovasculaire dans notre modèle, en mesurant
l’expression et l’activité des MMP dans l’aorte et le coeur. De plus, des études
d’inhibition des MMP permettraient de mettre en évidence si les cellules meurent
par apoptose ou anoikis.
5.2.3. Effets bénéfiques spécifiques au type cellulaire des bloqueurs du SRA
Au cours de la dernière décennie, l’apoptose est apparue comme un déterminant
majeur des dommages aux organes cibles associées aux maladies
cardiovasculaires. À ce sujet, chez le $1W âgé de plus de 20 semaines, on observe
déjà une augmentation de l’incidence de l’apoptose dans les cardiomyocytes et de
la fibrose cardiaque. Par contre, l’augmentation sélective de l’apoptose des
cardiomyocytes peut être réduit par des inhibiteurs de la voie de I’AngII
administrés sur une période approximative de 14 semaines chez les animaux âgés
entre 16 et 30 semaines indépendamment de la diminution de la pression
artérielle.247’249’384 De ce fait, l’inhibition du SRA représente un traitement
préventif au développement de l’insuffisance cardiaque chez les $1W âgés. Par
ailleurs, notre groupe a rapporté une réponse inverse en apparence, soit une
augmentation de l’apoptose lors de la régression de l’hypertrophie
cardiovasculaire chez le SI-W au cours des premières semaines de traitement avec
les iECA et les antagonistes AT1.248 La première étude de cette thèse a démontré
que l’apoptose dans ce modèle est augmentée de façon transitoire sélectivement
dans les fibroblastes cardiaques interstitiels. Tout comme les résultats obtenus sur
la réduction de l’incidence de l’apoptose dans les cardiomyocytes, l’induction de
l’apoptose par ces agents antihypertenseurs ne semble pas être une conséquence
directe de la normalisation de la pression. En effet, chez le SI-W, la réduction de la
pression artérielle entraînée par un traitement de quatre semaines avec le
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vasodïlatateur direct l’hydralazine n’est pas associée à des modulations de
l’apoptose, de la prolifération ou de l’hypertrophie cardiovasculaire. On ne peut
toutefois ignorer le fait que l’apoptose est stimulée uniquement dans le ventricule
gauche et non dans le ventricule droit avec les bloqueurs du SRA, ce qui pourrait
suggérer une contribution de la normalisation de la pression. Cependant, dans
l’ensemble, on peut considérer que la pression joue un rôle permissif mais non-
suffisant dans 1’ apoptose cardiovasculaire durant le remodelage thérapeutique.
D’autre part, ces études ont démontré que la fenêtre apoptotique précède à la fois
la réduction soutenue de la synthèse d’ADN et la réduction de la masse
cardiovasculaire, ce qui suggère que l’induction de l’apoptose est dissocié dans le
temps de l’inhibition de la prolifération cellulaire et représente un des premiers
d’une séquence d’événements entraînant la régression de l’hypertrophie
cardiovasculaire.
L’ensemble de ces données démontrent que des agents appartenant à des mêmes
classes entraînent des effets opposés sur l’apoptose cardiaque en fonction du
temps (inhibition de l’apoptose des cardiomyocytes à long terme, induction
précoce de l’apoptose des fibroblastes) et indépendamment de la normalisation de
la pression sanguine. Tel que discuté dans l’introduction, l’ensemble des données
dans la littérature démontre que l’activation du récepteur AT1 stimule la
prolifération des fibroblastes et des CML alors qu’elle induit I’apoptose dans les
cardiomyocytes, et ce fait même nous pouvons conclure que le blocage du signal
à l’AngII module des réponses inverses. La diminution du risque de développer la
fibrose cardiaque associée aux thérapies antihypertensives reflète possiblement en
partie l’induction sélective de l’apoptose dans les fibroblastes, alors que la
préservation de la fonction cardiaque avec la pharmacothérapie reflète
probablement l’inhibition de l’apoptose des cardiomyocytes. Ces données
démontrent que l’apoptose cardiaque chez le SHR contribue aux effets bénéfiques
des inhibiteurs de la voie de l’AngII et que sa régulation est à la fois d’ordre
temporel et spécifique au type cellulaire.
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Effets àlonflrme:
Inhibition de l’apoptose des cadiomyocfls
et prsernton de la fonction cardiaque
Figure 8 Représentation schématique de la régulation d’ordre temporel et
spécifique au type cellulaire de l’apoptose induit par les bloqueurs du
SRA.253
5.3. OBJECTIF 2
Détennination du rôle des récepteurs AT2 dans 1 ‘apoptose induit par les
bloqueurs du SRA lors de la régression de 1 ‘hypertrophie cardiaque.
L’AngII est un régulateur clé de l’homéostasie cardiovasculaire. Tel que décrit
dans l’introduction, l’AngII provoque des effets opposés dépendamment du sous-
type de récepteur sur lequel il se lie. En agissant sur le récepteur AT1, l’AngH
stimule la majorité des effets presseurs et trophiques tandis qu’en agissant sur le
Effets àcouflrme:
Induc ton tansitoire de l’apoptose des fibmblafls
et renversement de l’hyperplasie des fibmblass;






récepteur AT,, ce même médiateur stimule des effets pro-apoptotiques et anti
prolifératives. Cependant, le rôle du récepteur AT, in vivo n’est pas entièrement
élucidé. Il est à savoir que les récepteurs AT2 augmentent dans la pathologie par
exemple durant l’hypertrophie cardiovasculaire,414 en même temps que les
récepteurs AT1 sont sous-exprimés’98. Cette modulation des récepteurs nous
indique l’importance de leur caractérisation dans la pathologie et la détermination
de leur fonction durant le traitement.
Dans la première étude de la thèse, nous avons reconfirmé par la méthode
TUNEL les résultats antérieures provenant de notre groupe. Nos résultats ont
démontré que l’apoptose stimulée durant la régression de l’hypertrophie
cardiovasculaire par les antagonistes AT1 nécessite 1 semaine de traitement,
versus 2 semaines pour le traitement avec les iECA. Considérant que les
antagonistes AT1 causent une augmentation de l’AngII circulante pouvant
surstimuler les récepteurs AT,pro-apoptotiques,415’416 et considérant que AL
joue un rôle dans la régression et l’apoptose dans l’aorte (voir annexe), nous
avons vérifié l’implication du récepteur AT2 dans la réponse apoptotique
cardiaque stimulée par l’antagoniste AT1, le valsartan et l’iECA, l’enalapriÏ.
Une semaine de traitement au valsartan a induit une augmentation de l’apoptose
des cellules mésothéliales de l’épicarde, un effet bloqué par la co-administration
du PD123319 suggérant l’implication du récepteur AT2 dans cette réponse, dont
l’expression a été confirmé par RT-PCR. Aussi, valsartan a induit l’apoptose dans
les fibroblastes interstitiels mais de façon AI2 indépendante. D’autre part, 2
semaines de traitement à l’enalapril a induit l’apoptose dans ces mêmes types
cellulaires de façon AT, indépendante. Ces résultats démontrent que les
récepteurs AI2 stimulent un effet pro-apoptotique cardiocyte-spécifique in vivo
durant le blocage du récepteur AT1 mais pas durant l’inhibition de l’ECA.
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La différence dans la cinétique d’induction de l’apoptose pourrait s’expliquer par
la nature du blocage même du signal de l’AngII. En fait, avec le blocage direct du
récepteur AT1 et la surstimulation du récepteur pro-apoptotique AT2, valsartan
induit un signal apoptotique rapide. Pour vérifier l’importance de la
surstimulation du récepteur AT, dans la réponse apoptotique induite par les
antagonistes AT1, il serait intéressant d’adapter notre modèle avec une approche
de thérapie génique (voir section 1.1.5.4.) et d’évaluer l’apoptose cardiovasculaire
selon nos protocoles usuels. En fait, un antisens dirigé contre le récepteur AT1 a
déjà été utilisé avec succès pour diminuer l’activité AT1 chez le SHR mais sans
augmentation de l’AngII plasmatique.417 D’autre part, enalapril bloque l’ECA,
mais due au fait que plusieurs autres enzymes peuvent prendre la relève
catalytique, un signal résultant d’AngII pourrait maintenir un signal de survie et
de ce fait même retarder la mort cellulaire. Ceci pourrait être vérifié en co-traitant
avec un antagoniste AT1 pour voir si le temps requis pour induire I’ apoptose avec
enalapril serait devancé. Cependant, cette hypothèse est peu probable due à la
constatation que la diminution du signal aux récepteurs AT1 et AT, de l’AngII
avec 2 semaines de traitement à l’enalapril induit une réponse apoptotique, tandis
qu’une diminution du signal aux récepteurs avec la co-administration du valsartan
et du PD123319 pendant 1-2 semaines n’induit pas de réponse apoptotique. Ceci
suggère que l’apoptose induite par l’enalapril implique une voie alternative de
signalisation. Les mécanismes possibles pour les iECA comprennent les kinines et
la correction de la dysfonction endothéliale qui sera vue àla section suivante.
Un autre aspect à considérer ce sont les évidences qui démontrent l’importance du
point de vue physiologique et pathophysiologiques des fragments de l’AngII. En
effet, le fragment Ang(1-7) est un peptide bioactif du SRA qui peut être même
formé indépendamment de l’activité de l’ECA.418 Ang(1-7) oppose les actions
de l’AngII par la stimulation du NO et des prostaglandines vasodilatatrices419 et
des evidences démontrent que Ang(1-7) peut potentialiser les effets
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vasodilatatrices de la BK dans des coronaires de chien 420 et l’effet hypotenseur
de la BK chez des rats normotendus42’ et hypertendus.422 En plus de ces effets
potentialisateurs, l’Ang(1-7) inhibe la croissance vasculaire et atténue la
vasoconstriction induite par l’AngII. De ce fait, ce fragment est impliqué dans la
médiation d’effets similaires à ceux du récepteur AT2 tel que la vasodilatation et
la réduction de la croissance. Ainsi, il est intéressant de spéculer l’implication, au
moins en partie, de l’Ang(1-7) dans l’effet pro-apoptotique AT1-indépendante des
fibroblastes cardiaques observé dans nos études, d’autant plus car le traitement
avec les iECA et les antagonistes AT1 sont associés avec une augmentation








Figure 9 Comparaison entre les actions pharmacologiques potentielles des
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Détermination de l’implication de la correction de ta dysfonction endothéÏiaÏe
dans t ‘apoptose induit par tes iECA tors de ta régression de t ‘hypertrophie
vasculaire.
Dans la première étude de la thèse, nous avons identifié les types de cardiocytes
entrant en apoptose au cours de la phase précoce du traitement aux bloqueurs du
SRA. Dans la deuxième étude, nous avons fourni des données suggérant
l’implication du récepteur AT2 cardiaque dans cette réponse chez des SHR traités
pour une semaine avec le valsartan mais pas avec le traitement de 2 semaines avec
l’enalapril. De même, une autre étude provenant de notre laboratoire auquel j’ai
contribué a précédemment confirmé l’implication du récepteur AT2 dans
l’apoptose des CML de l’aorte induit par le valsartan mais pas par l’enalapril dans
notre modèle (voir annexe). Ainsi, dans la troisième étude, nous avons donc voulu
élucider les déterminants de la stimulation de l’apoptose avec les iECA dans les
CML vasculaires.
L’hypertension essentielle est associée à la dysfonction de la NO synthase qui
implique une augmentation de la production de ROS et une réduction du NO. De
même il a été démontré que les ROS tel 02- augmentent la croissance cellulaire
ou la survie dans les cellules endothéliales et les fibroblastes294’298 tandis que le
NO a un effet opposé et induit l’apoptose dans ces mêmes cellules.301 304 Ainsi,
la balance ROS/NO est un constituant majeur de la balance
prolifération/apoptose. La dysfonction endothéliale est corrigée suite au
traitement avec des bloqueurs du SRA’9’93 mais pas l’hydralazine194 et
l’augmentation de la biodisponibilté du NO est associée à la régression de
l’hypertrophie vasculaire.423’424 De plus, il a été démontré que ces mêmes
bloqueurs du SRA peuvent induire l’apoptose cardiovasculaire. Ainsi, nous avons
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vérifié dans la troisième étude l’importance de la correction de la dysfonction
endothéliale dans la réponse pro-apoptotique de l’enalapril.
Nous avons observé que la dysfonction endothéliale est corrigée après 2 semaines
de traitement avec l’enalapril ; un effet qui concorde dans le temps avec
l’induction de l’apoptose cardiovasculaire. L’accélération de la correction de la
dysfonction endothéliale à une semaine à l’aide d’une thérapie mixte L
arginine+BH4 n’a pas d’effet à elle seule sur l’induction de l’apoptose vasculaire,
cependant ce traitement augmente de façon synergique l’effet pro-apoptotique de
l’enalapril à une semaine de traitement. Dans l’ensemble, ces résulats suggèrent
que la correction de la dysfonction endotÏzétiale représente une constituante de
l’effet thérapeutique de Ï ‘enalapril qui est non suffisante en soi mais qui pourrait
néanmoins être permissive pour stimuler Ï ‘apoptose.
Tel que nous avons décrit précédemment, la diminution du signal aux récepteurs
de l’AngII avec l’enalapril induit une réponse apoptotique, tandis que le co
traitement valsartan + PD123319 ne fournit aucune réponse. Cette constatation en
plus de la nécessité d’une fonction endothéliale normalisée chez le SHR (par L
arginine+BH4 et/ou diminution du stress oxydatif par atténuation du signal AT1)
suggère que Ï ‘apoptose induite par Ï ‘enalapril requiert une voie supplémentaire
de signalisation qui implique une fonction eNOS optimale pour pouvoir générer
un effet synergique sur l’apoptose
L’implication de la voie kinine/NO dans notre modèle est un candidat intéressant
répondant à ces critères.
En plus de diminuer le signal aux deux sous-types de récepteurs, l’iECA diminue
la dégradation des kinines425 une classe de peptides qui engendrent la stimulation
des cellules endothéliales via les récepteur B2 (constitutifs) ou Bi (inductibles)
dans la production du NO; un puissant stimulant apoptotique.426 Ceci laisse à
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élevés des kinines activant subséquemment la relâche du NO et activant la voie
cGMP. En fait, certaines études suggèrent que l’activation de la voie kinine/NO
réduit la masse cardiovasculaire durant l’inhibition de l’ECA427-429 ou suite à
l’administration d’un plasmide contenant le gène de la kallilcréine humaine (h
kallikréine; enzyme générant les kinines). Or, tel que nous l’avons mentionné,
l’efficacité des kinines est probablement réduite dans l’induction de l’apoptose et
la régression de la masse cardiovasculaire due à la dysfonction de la NO synthase
chez le SHR. Cependant, à l’aide de notre modèle et nos traitements rétablissant
la fonction endothéliale, nous sommes en position unique afin de vérifier la
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Figure 10 Représentation schématique de l’hypothèse de l’effet thérapeutique de
Fenalapril sur la structure vasculaire.
Dans une étude provenant de notre groupe et à laquelle j’ai collaboré, nous avons
étudié le rôle du récepteur B2 dans l’apoptose des CML durant la régression de
l’hypertrophie aortique chez des SHR traités avec l’enalapril. Nous avons
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Dans une étude provenant de notre groupe et à laquelle j’ai collaboré, nous avons
étudié le rôle du récepteur 32 dans l’apoptose des CML durant la régression de
l’hypertrophie aortique chez des SHR traités avec l’enalapril. Nous avons
démontré que l’induction de l’apoptose et la régression de l’hypertrophie induit
par 4 semaines de traitement avec l’enalapril n’est pas atténuée par un blocage
efficace du récepteur B2 à l’aide de l’antagoniste spécifique HOE 140 (Duguay et
al., non-publié). Ainsi, le récepteur B2 des kinines ne serait pas directement
impliqué dans la régression de l’hypertrophie vasculaire induit par l’enalapril.
Contrairement au récepteur B2 qui est exprimé abondamment dans plusieurs
tissus et médie la plupart des actions physiologiques des kinines, le récepteur Bi
des kinines est inductible puis exprimé généralement dans les conditions
pathologiques et dans l’inflammation430. Le récepteur Bi demeure un candidat
plausible pour les actions pro-apoptotiques de l’enalapril. En fait, des nouvelles
actions des iECA ont été récemment décrites soit l’induction du récepteur Bi des
kinines durant le traitement de rats normotendus43 1 et étonnamment la
stimulation directe du récepteur Bi par les iECA tel l’enalaprilat.432’433 Ainsi,
de nouvelles études devront démontrer l’implication du récepteur Bi dans
l’apoptose cardiovasculaire stimulée par les iECA dans notre modèle en utilisant
des antagonistes appropriés ciblant les récepteurs Bi. Alternativement, la
confection et l’administration d’antisenses pour les 2 sous types de récepteurs en
plus du traitement avec l’iECA pourrait nous fournir des informations à ce sujet.
D’autre part, afin de cibler plus étroitement la voie des ldnines/NO, c’est-à-dire
d’élever les niveaux des ldnines sans impliquer le SRA, on pourrait examiner les
effets du transfert du gène de la kallikreine chez le SHR.434’435 Le plasmide
contenant le gène pourrait être administré seul ou en combinaison avec les
différents antagonistes des sous-types de récepteurs aux kinines, et d’autre part
avec L-NAME ou la thérapie stimulant le NO afin de mettre en cause la synthèse
du NO et la correction de la dysfonction endothéliale respectivement.
190
5.5. PERSPECTIVES ET DIRECTIONS FUTURES
5.5.1. Sous-populations cellulaires apoptotîques
Une découverte importante de ce projet de doctorat est l’identification des types
cellulaires apoptotiques induits par la thérapie antihypertensive lors de la
régression de l’hypertrophie cardiaque. Nous avons identifié les fibroblastes
interstitiels du ventricule gauche comme étant la cible primaire de l’action des
bloqueurs du SRA et nous avons émis comme hypothèse dans la discussion une
sous-population de fibroblastes privilégiés à cet effet. Cette hypothèse pourrait
être confirmé par des traitements intermittents en alternant diverses classes
d’antihypertenseurs. En effet, l’apoptose pourrait être stimulé par un premier
traitement et suite à une « vacance thérapeutique» on tentera de re-stimuler
l’apoptose avec un médicament d’une différente classe d’antihypertenseur. Nous
pourrons faire une série d’expériences en utilisant différents groupes d’animaux
où l’ordre des traitements ainsi que les médicaments administrés seront alternés.
Après chaque protocole de traitement intermittent, la non-efficacité du second
traitement dans l’induction de J’apoptose des fibroblastes pourrait refléter une
élimination sélective d’une sous-population plus susceptibles à la mort dès le
premier traitement, ou une adaptation pharmacologique des cellules à un nouvel
environnement (voir section 5.2.2.). En revanche, si le deuxième traitement induit
une seconde vague d’apoptose, nous pourrons réfuter l’hypothèse d’une sous-
population cellulaire privilégiée dans la réponse apoptotique. De plus, nous
pourrons suivre le patron changeant de la population cellulaire dans les tissus
cardiovasculaires avant, pendant et après les traitements en combinant les
informations obtenues par les analyses de l’expression des gènes avec la
technologie des micropuces d’ADN (DNA microarrays) et en protéomique. À
cause de la complexité des organes comme le coeur qui est dû à la multiplicité des
types cellulaires, l’étude des sous-populations de fibroblastes pourrait être
complété par l’analyse des cellules en culture. Vu que l’isolation et la mise en
culture même des cellules induit l’apoptose, il serait intéressant de traiter les
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cellules avec l’inhibiteur général irréversible des caspases z-VAD-fmk436 afin de
préserver toutes les sous-populations cellulaires et surtout celles qui possèdent
une plus grande tendance à entrer en apoptose.
Autre que l’hypothèse d’une sous-population privilégié à la réponse apoptotique,
il se pourrait qu’un phénomène non encore identifié de «.désensibilisation à
l’apoptose » ait lieu. En fait, la fermeture de la fenêtre apoptotique et l’incapacité
à sa ré-induction pourrait être dû à une résistance des cellules avoisinantes à
l’apoptose par une «immunisation» suite à l’ingestion des corps apoptotiques par
les cellules viables. Des études ultérieures seront nécessaires pour tester cette
hypothèse. Par exemple, à partir d’une culture cellulaire, on pourrait fournir un
stimuli apoptotique en même temps qu’un agent intercalant à l’ADN (i.e. iodure
de propidium) permettant de marquer uniquement les noyaux apoptotiques.
L’ingestion de ces noyaux marqués par les cellules avoisinantes identifiera les
cellules susceptibles d’être immunisées. Suite à une ré-induction de l’apopotse par
le même stimuli, les cellules entrant en apoptose pourrons être identifiées par un
second marqueur (i.e. annexine V). Par conséquent, il sera possible de déterminer
si les cellules immunisées sont protégées ou aussi susceptibles que les autres à
entrer en apoptose.
5.5.2. Contrôle de la fibrose
Dans cette thèse, nous avons émis l’hypothèse que l’apoptose des fibroblastes
interstitiels durant la régression de l’hypertrophie cardiaque pourrait
potentiellement être responsable de la diminution de la fibrose cardiaque qui
représente un phénomène associé au traitement chronique des bloqueurs du SRA.
Ce concept devrait toutefois être vérifié à l’aide de nouvelles études où la fibrose
cardiaque pourrait être induit par l’administration du L-NAME chez des SHR
ayant préalablement été soumis ou pas à nos protocoles de traitements aigus
induisant l’apoptose des fibroblastes. La quantification de la fibrose serait évaluée
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par l’amplitude et la densité du dépôt des composantes de la matrice
extracellulaire.
Une voie alternative au SRA dans le contrôle de l’hyperplasie des fibroblastes
cardiaques et de la fibrose du myocarde est l’inhibiteur naturel de la prolifération
des cellules souches hématopoietiques soit le N-acetyl-seryl-aspartyl-lysyl-proline
(Ac-SDKP). Ac-SDKP inhibe la prolifération cellulaire et le dépôt du collagène
dans le ventricule de SUR et sa concentration plasmatique est augmentée de 5-fois
suite au traitement avec les iECA.437 D’autres études ont démontré que Ac
SDKP prévient le dépôt de collagène et la prolifération cellulaire dans le coeur et
le rein chez des rats traités à l’aldostérone.438 De ce fait, il ne faudrait pas
négliger l’implication potentielle du Ac-SDKP en tant qu’inhibiteur de la fibrose
cardiaque dans notre modèle.
D’autre part, la synthèse de l’aldostérone est modulée par l’action de l’AngII via
son récepteur AT1. En plus de son action sur l’augmentation de la réabsorption du
sodium par les tubules rénaux, l’aldostérone favorise la fibrose cardiaque et
vasculaire via le récepteur aux minérallocorticoides par une synthèse augmentée
du collagène des fibroblastes dans divers modèles expérimentaux dont le
SHR.439 Il est suggéré que les iECA et les antagonistes AT1 de l’AngII
préviennent l’accumulation du collagène dans les tissus cardïovasculaires au
moins en partie par l’atténuation du signal de l’aldostérone.44° De plus
l’inhibiteur compétitif de l’aldostérone, le spironolactone, prévient la réponse
fibrotique cardiaque. D’autre part, des études récentes ont démontré que la
stimulation AT1 par l’AngII induit l’apoptose des cardiomyocytes par un
mécanisme implicant l’aldostérone.44’ Ceci sous-entend le bénéfice potentiel de
l’utilisation des antagonistes de I’aldostérone dans la prévention du remodelage
pathologique cardiaque. Conséquemment, il serait intéressant de vérifier
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l’antagonisme du signal de I’aldostérone en tant que et médiateur de l’apoptose
des fibroblastes dans notre modèle.
5.5.3. Induction de l’apoptose par le récepteur AT2
Une forte stimulation des récepteurs AT2 augmente la synthèse des
kininogenases442 et de ce fait pourrait être impliqué dans la production des
kinines in vivo.242 La production de GMP cyclique vasculaire qui est induite par
la stimulation du récepteur AT2 est dépendante du récepteur B2 des ldnines. Or
les expériences avec le HOE 140 ne supportent pas l’hypothèse d’un rôle pour le
récepteur B2 dans la régulation de l’apoptose vasculaire. De plus, l’efficacité de la
voie ldnine/NO est probablement réduite dans l’induction de l’apoptose et la
régression de la masse cardiovasculaire chez le SHR induit par les antagonistes
AT1 vu que la NO synthase est dysfonctionnelle. En fait, il n’y a aucune évidence
a priori démontrant que les antagonistes AT1 corrigent la fonction de cette enzyme
dans l’espace d’une semaine de traitement. En revanche, nous avons confirmé la
correction de la dysfonction en dedans de 2 semaines de traitement aux iECA.
Cependant, l’antagonisme même du récepteur AT1 pourrait réduire l’activité de la
NADPH oxydase et de ce fait diminuer les ROS ayant une activité délétère sur le
NO et un effet oxidant sur BH4 (conversion en BH,75). Ceci en plus de la
surstimulation du récepteur AT2 engendrant une activité augmentée de la voie
kinine/NO même en présence d’une NOS dysfonctionnelle pourrait être suffisant
pour maintenir une activité du NO assez élevée capable d’induire l’apoptose. Des
études ultérieures pourraient vérifier l’implication récepteur B2 dans ce modèle en
co-administrant HOE 140 avec le traitement aux antagonistes des récepteurs à
l’AngII. De plus, d’autres études devraient caractériser la cinétique précoce de la
correction de la fonction endothéliale chez des SHR traités avec des antagonistes
AT1.
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D’autre part, parmi les mécanismes de signalisation impliqués dans la survie
cellulaire via le récepteur AT1 (section 1.3.4.1), les voies des tyrosines kinases
JNK/SAPK et des MAPK telles que ERKÏ/2 sont responsables de la médiation du
signal hypertrophique dans le coeur. De plus, la voie des PI3Ks joue un rôle
important à la fois dans la protection contre l’apoptose, qui semble être médiée
par des sénne/thréonine kinases Akt/PKB, et dans la prolifération cellulaire. À ce
jour, les études de notre groupe ont démontré que l’apoptose stimulé par
l’antagonisme du récepteur AI1 implique l’activation des caspases synchronisée
avec une baisse de l’expression de Bd-2, et d’autre part que la co-administration
de l’antagoniste sélectif du récepteur AT2 abolit cet effet. Par conséquence, dans
la mesure où le récepteur AT1 agirait en tant que silenceur de AT2, on peut
spéculer que l’atténuation des voies JNKJSAPK et/ou PI3K puisse contribuer aux
effets pro-apoptotiques et anti-polifératifs. Ainsi, des mesures de l’expression de
l’activité de ces kinases durant nos traitements antihypertenseurs pourraient
apporter de l’information quant à leur implications dans notre modèle. Aussi, il a
été démontré que la stimulation du récepteur AT2 entraîne l’apoptose suite à une
atténuation de la voie ERK1/2 via la déphosphorylation de Bd-2 à travers deux
mécanismes possibles soit l’activation des phosphatases MKP-1 ou SHP
i.227,229 Ainsi, il serait intéressant d’évaluer l’implication des phosphatases par
des études d’inhibition de celles-ci dans notre modèle. finalement, Il a été
démontré que dans les CML, l’activation du récepteur AI2 par l’AngTI entraîne la
synthèse de novo de céramides qui pourrait jouer un rôle de second messager à la
fois dans l’activation de la caspase 3, dans la modulation de la voie JNK et dans
l’inactivation de la protéine anti-apoptotique Bd-2 entraînant l’augmentation de
la susceptibilité des cellules à entrer en apoptose.227’256 Par conséquent, il serait




5.6.1. Effets bénéfiques des antagonistes du SRÂ, nouveaux concepts
d’utilisation et considérations cliniques
La multitude d’études cliniques randomisés menés avec les bloqueurs du SRA
attestent de leur efficacité sur le point de vue de la protection contre les
évènements cardiovasculaires chez des patients hypertendus, défaillants
cardiaques, à haut risque d’évènements cardiovasculaires, ayant subi un infarctus,
etc. Le Tableau VI détaille plusieurs de ces études.
L’utilisation chronique des bloqueurs du SRA est associée à des effets bénéfiques
additionnels à leur effets hypotenseurs. Ces effets bénéfiques sont caractérisés
entre-autre par une régression efficace de l’hypertrophie cardiaque et vasculaire,
par une prévention des lésions rénales, des AVC, des infarctus, de la dysfonction
systolique/diastolique etc. Comme ces effets bénéfiques ne peuvent s’expliquer
uniquement par un contrôle plus efficace de la tension artérielle par les bloqueurs
du SRA en comparaison à la thérapie conventionnelle, il est permis de postuler
que plusieurs de ces bénéfices cliniques soient reliés au blocage de certains effets
médiés par l’AngII sur la prolifération des CML et des fibroblastes, sur l’apoptose
des cardiomyocytes, et sur le stress oxydatif. Dans ce contexte, nos travaux de
doctorat ont permis de démontrer pour la première fois que l’hyperplasie
cardiovasculaire pouvait être renversé par l’induction d’une « apoptose
thérapeutique» à l’aide de médicaments déjà disponibles en clinique. Cet effet
s’est avéré transitoire et ciblé dans des cellules jugés atypiques ou en excès. Cette
capacité antiproliférative n’est pas le cas pour toutes les classes
d’antihypertenseurs. Des études antérieures provenant de notre laboratoire ont
démontré que l’hydralazine est efficace dans la normalisation de la pression mais
pas dans l’induction de l’apoptose stimulant la régression de l’hypertrophie
cardiovasculaire tel que font les bloqueurs du SRA. On ignore toutefois les effets
potentiels du traitement à long terme de l’hydralazine sur le remodelage.
196
Tableau VI: Études randomisées avec les bloqueurs du SRA443
ÉT’UDE COMMENTAIRE
(LIFE)444’445 Losartan est plus efficace que l’aténolol
Losartan Intervention for Endpoint reduction pour évènements cardiov asculaire s
in hypertension combinés, les AVC et l’hypertrophie
ventriculaire gauche, mais similaire pour
l’infarctus du myocarde
(VALUE)446 Compare valsartan et amilodipine dans la
Vaïsartan Antihypertensive Long-terni Use prévention d’ évènements chez des
Evatuation patients à haut risque. (NC)
(HOPE)447 Ramipril réduit les incidences d’AVC,
Heart Outcorne Prevention Evaluation d’infarctus, développement du diabète de
31%, 20% et 30% respectivement versus
placebo chez patients déjà contrôlés.
(SOLVDprevention)448 Enalapril ajouté à la thérapie
Studies 0fLeft Ventricutar Dysfitnction conventionnelle retarde le développement
de la défaillance cardiaque de 37%
comparé au placebo et réduit
l’hospitalisation chez les patients
asymptomatiques.
(SOLVD treatment)449 Enalapril ajouté à la thérapie
Studies 0fLeft Ventricutar Dysfitnction conventionnelle réduit de 40% après 1 an
la mortalité et l’hospitalisation des
patients en défaillance cardiaque due à
une dysfonction systolique.
(ELITE 11)450 Effets similaires du captopril et du
Evatuation of Losartan In The Elderty losartan sur la mortalité des patients en
défaillance cardiaque
(SAVE)451 Captoprit réduit la morbidité et la
Survivat And Ventricutar Enlargement mortalité chez des patients avec
dysfonction du ventricule gauche.
(AIRE)452 Ramipril donné 3-10 jours post-infarctus
Acute Infarction Ramiprit Evatuation chez des patients en défaillance cardiaque
réduit la mortalité de 27% versus palcebo.
(OPTIMAAL)453 Évalue l’effet du losartan post-infarctus
Optimal Trial In Myocardial Infarction with the du myocarde. (NC)
Angiotensin Antagonist Losartan
(VALIANT)454 Évalue l’effet du valsartan post-infarctus
VALsartan In Acute myocardiat iNfarction Trial du myocarde. (NC)
(NC) : non-complété
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Enfin, il est à savoir que la diminution de la pression artérielle est un objectif
important en clinique, mais la correction des paramètres cardiovasculaires lésés
est tout aussi importante (e.g. remodelage, dysfonction endothéliale). Les résultats
de ce projet de doctorat militent en faveur d’une reconsidératïon du rôle relatif de
la pression en faveur du remodelage observé dans les organes cibles en cours de
thérapie.
Les résultats controversés de l’étude randomisée Antihypertensive and Lipid
Lowering treatment to prevent Heart Attack Trial (ALLHAT) rendu public
récemment ont démontré à partir de 33 357 patients que le diurétique thiazide, la
chlorthalidone, est supérieur à l’iECA lisinopril dans la prévention des
complications cardiovasculaires majeures tel les AVC et la défaillance cardiaque.
De ce fait, le diurétique devrait être prescrit comme thérapie antihypertensive de
premier choix.455 Ces résultats curieux, de l’avis de plusieurs, pourraient êtres
expliqués par les caractéristiques des patients inclus dans l’étude. En fait, 35% des
patients étaient des noirs, chez qui les diurétiques fonctionnent mieux. Ceci
pourrait provoquer un biais dans les résultats en donnant plus de poids aux effets
des diurétiques comparé aux iECA. Dans la mesure où il est permis d’extrapoler
les résultats obtenus expérimentalement de cette thèse à la situation clinique et en
faisant le lien avec l’étude ALLHAT, on pourrait spéculer que la chlorthalidone
aurait pu à long terme induire le remodelage cardiovasculaire et les effets positifs
qui s’y rattachent, quoique ceci reste à démontrer.
Selon les observations de cette thèse et la réalisation de l’importance de renverser
les anomalies cellulaires dans le remodelage cardiovasculaire, nous pouvons
concevoir de nouvelles approches thérapeutiques pour le traitement de
l’hypertension. Un premier traitement aigu (1-2 semaines) avec des bloqueurs du
SRA pourrait contribuer à renverser le remodelage cardiovasculaire en stimulant
l’apoptose dans les fibroblastes et les CML vasculaires hyperplasiés. De plus, le
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co-traitement avec une thérapie stimulant la production du NO tel que nous avons
décrit dans cette thèse pourrait potentialiser cet effet pro-apoptotique. De plus,
cette normalisation de la structure cardiovasculaire pourrait permettre la
diminution soutenue de la pression sanguine. Suite à cette normalisation, et afin
de contrer le resurgissement de la haute pression, le patient pourrait recevoir un
deuxième traitement chronique avec un diurétique conventionnel peu coûteux
(e.g. chlorthalidone) et qui fonctionne tout aussi bien selon l’étude ALLHAT.
Ainsi, ce paragraphe décrit la conceptualisation d’un nouveau traitement
antihypertenseur à 2 étapes dont nous pouvons en faire une corrélation avec la
chimiothérapie antinéoplasique. Le traitement serait donné pendant une courte
durée afin d’éliminer les cellules atypiques ou hyperplasiés avec des adjuvents tel
les antioxydants potentialisant les effets pro-apoptotiques et antiprolifératïfs et
ensuite un second traitement sera donné en chronique afin de maintenir
l’homéostasie cardiovasculaire et cellulaire.
L’épicarde, composé de cellules mésotheliales et faisant partie intégrante de la
plèvre cardiaque, constitue un site majeur d’expression de l’AngII. La fibrose
péricardique post-opératoire de la plèvre cardiaque est associée à une
augmentation locale de l’expression de l’ECA puis des récepteurs AT1. Il a été
récemment démontré que le traitement avec le valsartan réduit la fibrose
péricardique post-opératoire chez un modèle porcin.456 Avec les résultats
obtenus dans ce projet de doctorat où nous avons démontré un effet pro
apoptotique massif et transitoire stimulé par le valsartan et l’enalapril dans les
cellules mésothéliales de la région épicardique, il est intéressant de spéculer que
ce mécanisme pro-apoptotique même serait à l’origine de la réduction de la
fïbrose péricardique. Ainsi, de nouvelles études devront vérifier cette hypothèse et
si elle est confirmée, nous pourrons envisager des nouveaux traitements post
opératoires en aigus avec les bloqueurs du SRA à titre préventif pour le
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développement de désordres fibrotiques du péricarde ou de tout autre désordre du
mésothélium, y compris possiblement les mésothéliomes.
Dans ce projet de thèse, nous avons rapporté une hyperpiasie des non
cardiomyocytes chez le SHR responsable du remodelage hypertrophique
cardiaque. Cette hyperpiasie quoiqu’elle pourrait être responsable des
complications fibrotiques à long terme pourrait cependant représenter un
phénomène compensatoire à la haute pression chronique. Dans ce contexte, son
rôle pourrait être de protection contre d’éventuelles insultes cardiaques comme
l’ischémie en favorisant une réparation/cicatrisation tissulaire potentialisé. À cet
égard, nous avons émis l’hypothèse que les myofibroblastes (fibroblastes
responsables en grande partie de la réparation/cicatrisation tissulaire) pourraient
constituer la sous-population de cellules ayant proliféré que nous éliminerions par
apoptose. Ainsi, une apoptose massive des fibroblastes pourrait avoir un effet
négatif en diminuant le potentiel de réparation tissulaire post-infarctus. Compte
tenu que l’antagonisme du récepteur AT1 augmente en plus les niveaux
plasmatiques d’AngII, les niveaux élevés de ce facteur de croissance pourraient
avoir un effet potentialisant les infarctus. Cependant cette prémisse hypothétique
est contrebalancée par le net avantage que procure l’antagonisme du récepteur
AT1 dans la préservation des cardiomyocytes et de la fonction cardiaque en
général. En tous les cas, la réponse de la cicatrisation pourrait être vérifiée suite à
une occlusion de coronaires chez des SHR prétraités ou pas selon nos protocoles
usuels avec les inhibiteurs de la voie de l’AngII.
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5.7. CONCLUSION
Tout comme la prolifération cellulaire, l’apoptose est un phénomène qui peut être
néfaste ou bénéfique selon le contexte. L’induction de l’apoptose au cours du
traitement de l’hypertension artérielle apparait avec ce projet de doctorat
bénéfique et thérapeutique. En effet, l’augmentation de l’apoptose des CIVIL
vasculaires et des fibroblastes cardiaques par les inhibiteurs de la voie de l’Angfl
démontrent que le développement de l’hyperplasie cellulaire pathologique est un
phénomène réversible. D’autre part, ces mêmes traitements inhibent l’apoptose
délétère des cardiomyocytes à long terme. Dans l’ensemble, l’utilisation des
bloqueurs du SRA semble optimiser les effets bénéfiques d’une thérapie
antihypertensive efficace à long terme, en comparaison avec les thérapies
conventionnelles par leurs effets antiprolifératifs et antioxydants puissants
contribuant ainsi à corriger plus efficacement les anomalies cardiovasculaires
reliés à l’hypertension artérielle.
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Proapoptotic and Growth-Inhibitory Role of Angiotensin II
Type 2 Receptor in Vascular $mooth Muscle Ceils of
$pontaneously Hypertensive Rats In Vivo
Bun-Seng Tea, Shant Der Sarkissian, Rhian M. Touyz, Pavel Hamet, Denis deBlois
Abstract—Angiotensin type 2 (AT2) receptors for angiotensin II suppress ceil growth and induce apoptosis in vitro, but
their role is poorly defined in vivo. We reported that transient induction of smooth muscle ccli (SMC) apoptosis precedes
DNA synthesis inhibition and aortic hypertrophy regression in spontaneously hypertensive rats treated with the AT1
antagonist losartan or the converting-enzyme inhibitor enalapril. Although both drugs are equipotent in reducing SMC
number, apoptosis occurs significantly earlier with losartan than enalapril. To examine the role of AT2 receptors in this
model, spontaneously hypertensive rats were given valsartan, an AT1 antagonist, or enalapril, in combination or not with
the AT2 antagonist PD123319 for 1 or 2 weeks. Control rats received vehicle. Systolic blood pressure was reduced
similarly by vaisartan and enalapril but it was not significantly affected by PD123319. Angiotensin II plasma levels were
increased (6-fold) with vaisartan and reduced (80%) with enalaprii but unaffected by PD123319. Valsartan significantly
increased internucleosomal DNA fragmentation indicative of apoptosis at 1 week only (2.7-fold) and significantly
reduced aortic mass (18%), SMC number (33%), and DNA synthesis (24%, measured by 3H-thymidine incorporation)
at 2 weeks. These valsartan-induced changes were preventcd by PD123319. In contrast, enalapril-induced DNA
fragmentation (2-foid increase at 2 weeks) was flot affected by PD123319. PD123319 given alone did flot affect growth
or apoptosis. AT, and AT2 receptor mRNAs were detected in the aorta by reverse transcription—polymerase chain
reaction. Together, these results provide the first evidence that AI2 receptors mediate vascular mass regression by
stimulating SMC apoptosis in vivo, an effect seen during AI1 receptor blockade but not during converting
enzyme inhibition. (Hypertension. 2000;35 :1069-1073.)
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Two main subtypes of specific ccli membrane receptorsfor angiotensin II (Ang II) have been pharmacologically
deflned and cloned, namely angiotensin type 1 (AT,) recep
tors, which are blocked specifically by antagonists such as
valsartan, and angiotensin type 2 (AT2) receptors, which are
blocked specifically by PD123319.’ AT, receptors represent
the predominant receptor subtype in the adult rat artenal waii,
in which they stimulate smooth muscle ccii (SMC) contrac
tion and growth.’ Although AI2 receptors are predominantly
expressed in SMC during fetal development, low levels of
expression are found in the aorta of adult rats including
spontaneously hypertensive rats (SHR).2 A growing body of
evidence suggests that AT, and AI2 receptors elicit counter
vailing influences on the ccli growth-death balance. In
cultured SMC, AT1 receptors promote growth and inhibit
apoptosis, whereas AI2 receptors elicit opposite effects.’-4
However, AT2 receptor regulation of SMC number by apo
ptosis has neyer been examined in vivo. Moreover, the role of
AI2 receptors in vascular remodeling in vivo is
controversial.58
The regression of vascular hypertrophy is a potential
therapeutic target for the reduction of complications associ
ated with hypertension. In SI-W, aortic hypertrophy is asso
ciated with increased vascular mass and DNA content.9’°
SHR SMC show enhanced growth in vitro and in vivo”” and
an increased propensity to undergo apoptosis in response to
growth factor withdrawal in vitro.’2 Recently, we reported
that biockade of the Ang II pathway in SHR induces a
transient increase in aortic SMC apoptosis at the onset of
vascular hypertrophy regression, an effect that is flot second
ary to blood pressure reduction.’3 Although the AT, receptor
antagonist losartan and the angiotensin-converting enzyme
(ACE) inhibitor enalapril are equipotent in reducing SMC
number in the SHR aorta, SMC apoptosis occurs significantly
earlier with losartan (at 1 week) than with enalapril (at 2
weeks).’3 Inhibition of SMC DNA synthesis is also observed,
but it is sustained and temporaily dissociated because it
occurs after the early lime window of SMC apoptosis. AT,
receptor blockade in vivo increases Ang II plasma levels’4
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and aiiows unopposed activation of AT2 receptors, whereas
suppression of Ang II production by ACE inhibitors reduces
activation of both AT1 and AT2 receptors. Thus, we hypoth
esized that Ang II acting through AT2 receptors may be
involved in SMC apoptosis stimulation in response to AT1
receptor biockade but not in response to ACE inhibition. b
the best of our knowledge, this is the first report of AT2
receptor—dependent ce!! de!etion by apoptosis in the cardio
vascular system in vivo.
Methods
Nine- to 10-week-o!d male SHR were purchased from Charles River
(St Constant, Canada) and housed for 10 days before study. Food
and water were administered ad libitum. Rats (n=5 to 8 per group)
were treated for 1 to 2 weeks with the se!ective AT1 antagonÏst
va!sartan (30 mg/kg per day; gift of Novartis, Toronto, Canada) in
the drinking water, the se!ective AT, antagonist PD123319 (30
mglkg per day; gift of Parke-Davis, Ann Arbor, Mich) by continuous
subcutaneous infusion with an osmotic minipump (Aizet, model 4
ML! or 4 ML2), or a combination of both drugs. PD123319 was
dissolved in sa!ine (pH 3.0, adjusted with 0.! mol/L sodium citrate).
A subgroup of rats receïved enalapril (30 mglkg per day P0, Sigma
Chemical Co) in combination or not with PD123319 for 2 weeks.
Contro! animais received vehic!e. A!! anima! manipulations were
conducted according to institutiona! guidehnes.
Systolic b!ood pressure was determined in conscious, restrained
rats by the tail-cuif method as we described previous!y)3 Rats were
killed, and the aorta media was prepared for the foilowing measure
ments as we described previous!yt3: vascu!ar cross-sectiona! area,
SMC number (using the 3-dimensiona! dissector method), DNA
synthesis (in vivo 3H-thymidine incorporation into DNA during the
last 2 bouts before death), and the oligonuc!eosomal DNA fragmen
tation index (indicative of apoptosis). To examine aortic gene
expression for AT1 and AT, receptors, 4 untreated SFIR were ki!!ed,
and the thoracic aortas were isolated, dissected, and eut longitudi
naiiy into 2 haives. One haif was immediate!y frozen; the other was
denuded of endothe!ium as described above before freezing. Total
mRNA was extracted, and reverse transcription—polymerase chain
reaction (RT-PCR) was used as we described previous!y,15 with
minor modifications. Briefly, RI was performed in a reaction
volume of 30 jzL containing 4.55 zg RNA, 1.5 jzL of 10 mmo!IL
dNTP, 6 j.L of BRL 5X buffer, 0.6 jiL Oligo (dT)118 primer (0.5
j.g4tL), 1.5 L of 200 U/p.L M-MLVRT, 0.9 1zL rRNasin (RNA5e
inhibitor) 40 U/L, and 3 pL of DTT 0.1 mo!/L at 37°C for 1 hour.
The reaction was inactivated at 95°C for 5 minutes. After first-strand
synthesis of RNA, 2 L cDNA was amplified with specifïc primers
as described previously.’5 The amplification profile involved dena
turation at 95°C for 60 seconds, annea!ing at 57°C for 60 seconds,
and extension at 72°C for 60 seconds for 30 cycles. After amplifi
cation, PCR products were electrophoresed on a 1.5% agarose gel for
I hour at 9 V/cm gel. Bands corresponding to RT-PCR products
were visua!ized by UV light after agarose gel electrophoresis, and
their intensities were measured by densitometry.
Statistics
Values are presented as mean±SEM. Data from treated groups were
compared with those of the contro! group by ANOVA and an
unpaired Student’s t test with Bonferroni correction for multiple
comparisons. A value of P<0.05 was considered statistically
significant.
Resuits
Expression of mRNA of both AT1 and AI2 receptors was
evident in denuded aorta, suggesting that both receptor
subtypes are expressed in aortic SMC (Figure 1). The
nondenuded aorta showed similar !eve!s of AT1 receptor


















Figure 1. Detection of AT1 and AI2 mBNAs by RI-PCR in en
dothelium-denuded and endothelium-intact aorta from untreated
SHR (n=4). Bar graphs represent mean±SEM. GAPDH mRNA s
internai control. Amount of AI1 and AI2 mRNA was measured
by scanning and is expressed as ratio of optical density of AT
receptor mRNA ta GAPDH mRNA.
tendency toward higher leve!s of AI2 receptor expression,
possib!y caused by the presence of endothe!ium.
Study With Va!sartan
In rats treated with valsartan alone, high blood pressure was
significant!y reduced after 1 and 2 weeks (170±3 and
164± 3 mm Hg, respectively) as compared with control ani
mais (191±3 and 189 ±4 mm Hg, respective!y). Cotreatment
with PD123319 did flot affect the antihypertensive effect of
valsartan (165±3 mmHg at 2 weeks). PD123319 alone did
flot significantly affect b!ood pressure (178 ±3 mm Hg at 2
weeks). Final body weights were flot significantly affected by
valsartan (223±10 g), PD123319 (258±7 g), or
valsartan+PD123319 (225± 10 g), as compared with contro!
animais (245 ±7 g). Within 2 weeks, PD123319 alone did flot
affect SMC DNA fragmentation (Figure 2A) and DNA
synthesis (Figure 2B) or final SMC number (Figure 2C),
medial cross-sectiona! area (Figure 2D), and aortic mass
(5.24±0.29 mg/mm per gram X103 vs contro! values:
5.14±0.17 mg/mm per gram X 10-i). In contrast, administra
tion of va!sartan alone significant!y increased SMC DNA
fragmentation (2.7-fo!d at 1 week only) and reduced aortic
SMC number (by 33% at 2 weeks), suggesting SMC death by
apoptosis. Valsartan-induced SMC apoptosis at 1 week was
fo!!owed at 2 weeks by a significant reduction of SMC DNA
synthesis, media! cross-sectiona! area, and aortic mass (18%
reduction). However, coadministration of PD123319 pre













Tea et ai AT2 Receptors Mediate SMC Apoptosis In Vivo 1071
lweek • 2weeks
A. DNA fragmentation index B. In vivo ItNA synlhesis
I. F11JÏl
Contrai PD VAL VAL Ç PD
Treaiment
Figure 2. Changes in A, internucleosomal DNA
fragmentation; B, aortic SMC DNA synthesis; C,
SMC number; and D, medial hypertrophy in
aorta of SHR treated for 1 or 2 weeks with val
sartan (VAL), PD1 23319 (PD), or a combination
of VAL and PD. Stimulation of DNA fragmenta
tion and suppression of DNA synthesis induced
by VAL were prevented by cotreatment with PD.
Reduction in aortic SMC number and medial
cross-sectional area induced by VAL were pre
vented by cotreatment with PD. PD given alone
did not affect these parameters. °Significantly
different (P<O.05) from control group (n=5 to 8
per group).
DNA synthesis, SMC number, medial cross-sectionai area,
and aortic mass (5.03±0.25 mglmm per gram X103 at 2
weeks). The total radioactivity in aortic smooth muscle
homogenates was flot different between treated and untreated
animais (eg, 46±3 cpmIlO mg protein in the valsartan group
at 2 weeks vs 50±7 cpmIlO mg protein in the control group),
thus ruling out differences in tissue uptake of 3H-thymidine.
Ang II plasma levels (485±84 pg/mL in the control group)
were increased significantly after 2 weeks in the valsartan
group (2916±457 pg/mL) or valsartan+PD123310 group
(3195±540 pglmL). PD123319 alone did flot affect Ang II
levels (561±76 pglmL).
Study With Enalapril
We showed previously that SMC DNA fragmentation is
increased but that DNA synthesis and aortic hypertrophy are
flot yet reduced after a 2-week treatment with enalapril in the
SHR aorta)3 We examined whether coadministration of
PD 123319 affects the induction of SMC apoptosis at 2 weeks
of enalapril therapy. Valsartan-treated rats were used as
positive controls. In this study, high biood pressure was
significantly and similarly reduced by enalapril
(143±1 mmHg) and valsartan (144±1 mmHg) versus con
trol animaIs (191±2 mm Hg) at 2 weeks. The antihyperten
sive effect of enalapril at 2 weeks was flot prevented by
PD123319 cotreatment (143± 1 mm Hg). The significant
antihypertensive effects of each treatment were aiso similar at
1 week (data flot shown). final body weights were flot
significantiy affected by valsartan (275±5 g), enalapril
(272±7 g), or enaIapril+PD123319 (277±13 g) as compared
with control animais (270±4 g). Treatment with enalaprii
alone caused a significant 2-fold increase in SMC DNA
fragmentation (Figure 3). In contrast to vaisartan, however,
the enalapril-induced increase in DNA fragmentation was flot
prevented by coadministration of PD123319. As in our
previous study,’3 enalapril administration for 2 weeks did flot
reduce SMC DNA synthesis (123±2 vs 127±4 cpmJlOO p.g
in control animais), aortic DNA content (0.92±0.05 vs
1.05±0.06 g/mm in control animais), or aortic mass
(4.7±0.1 vs 5.2±0.1 mg/mm per gram X103 in control
animais). Consistent with the data described above, vaisartan
administration for 2 weeks significantiy reduced SMC DNA
synthesis (25%), aortic DNA content (39%), and aortic mass
(17%), whereas DNA fragmentation was no longer elevated
at that time point. Ang II plasma leveis were markediy
reduced after 2 weeks of enalaprii (87±11 pg/mL) or
enalapril+PD123319 (83± 13 pglmL).
Discussion
We previously reported that iosartan and enalapnl are equi
potent in reducing aortic SMC number in SHR.’3 One
interpretation of these results is that reduced AT1 receptor
activity with both treatments decreased SMC growth and
survival. However, the effects were initiated significantly
eariier with losartan than wïth enalapnl. Because AT1 biock
ade increases Ang II plasma leveis,’4 we hypothesized that
the suppression of SMC growth-survival may involve AI2




Figure 3. Changes in internucleosomal DNA fragmentation in
aortic SMC in SHR treated for 2 weeks with enalapril,
PDJ 23319 (PD), or a combination of enalapril and PD. Stimula
tion of DNA fragmentation induced by enalapril was flot pre
vented by cotreatment with PD. *Significantly different fP<O.05)
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ACE inhibitor. In the present study, we confirmed that
mRNA for both receptor subtypes are expressed in the SHR
aorta. Recently, we reported a correlation between levels of
AT1 and AT2 receptor protein and mRNA in SHR vessels.’5
Consistent with our previous findings,’3 AT1 receptor block
ade induced a transient burst of SMC apoptosis at the onset of
the regression of aortic hypertrophy and before SMC DNA
replication was suppressed. In rats receiving enalapril, SMC
apoptosis was stimulated at 2 weeks, but DNA synthesis and
aortic hypertrophy were flot yet reduced as previously
shown.’3
The significant new finding is that PD123319 blocked the
proapoptotic and growth-inhibitory effects of valsartan, sug
gesting a role for AI2 receptors in regulating SMC fate in
vivo. The lack of effect of PD123319 administered alone
suggests that AT2 receptors do not elicit tonic proapoptotic or
antigrowth effects on SMC under basal conditions in the aorta
of young adult SHR. This is in contrast to late gestation, when
SMC DNA replication is stimulated by AT2 blockade.’6
Interestingly, cotreatment with valsartan and PD123319 did
not affect SMC DNA replication and apoptosis. These data
suggesting that basal AI1 and AI2 receptor activity do not
regulate SMC growth-survival are possibly related to the
short treatment period examined. Altemativeiy, AT1 receptors
may downregulate the AT2 pathway, which suggests that the
countervailing influence of these 2 receptors is an important
determinant of SMC fate. The latter interpretation is more
consistent wïth the known role of AT1 receptors in Ang
Il—dependent vascular disorders.”2”7 Such a paradigm also
may explain the significant antigrowth effect of AI2 receptors
in aortic SMC before birth,l6 because AT2 receptors predom
mate over AT1 receptors at that time.’8 Possible nonspecific
effects of PD123319 cannot be ruled out. It should be
mentioned, however, that the present dose of PD123319
results in plasma antagonist concentrations that are widely
regarded as highly specific for AI2 receptors (250 nmoWL).’9
Ang II plasma levels were markedly elevated by valsartan but
not affected by PD123319. Therefore, the simplest explana
tion for the present results is that AI1 receptor blockade
rapidly reduced aortic SMC accumulation by favoring Ang
Il—dependent AT2 receptor activity, with proapoptotic and
antigrowth consequences. Consistent with this, PD123319
did flot block SMC apoptosis induced by enalapril (that is, in
a model in which Ang II production was markedly reduced).
That ACE inhibitors and AT1 antagonists elicit convergent
effects in part through different pathways has been docu
mented in rat models of cardiovascular remodeling.20-22 In
these studies, increased activity of the kinin B2 receptor
pathway has been impiicated in the beneficial effects of ACE
inhibitors. It should be mentioned that although both B2 and
AI2 receptors stimulate endotheliai production of nitric ox
ide,2’23 a known stimulant of SMC apoptosis,3’24 only ACE
inhibitors prevent kinin degradation and B2 receptor desensi
tization.25’26 These added effects may help increase SMC
apoptosis with enalapril. Reduced Ang II levels during ACE
inhibition may contribute further by correcting endothelial
dysfunction in SHR,27 In contrast, AT2 receptors are able to
stimulate SMC apoptosis independent of endothelial cells.2
Reducing arterial wall tension stimulates SMC apoptosis in
rabbit vessels, suggesting that blood pressure—dependent
apoptotic pathways are possible.28 However, we previously
reported that blood pressure reduction with hydralazine does
not induce aortic SMC apoptosis in SHR» In the present
study, PD123319 suppressed apoptosis, even though the
antihypertensive effect of valsartan was not affected. Thus,
the causal relation between blood pressure and $MC apopto
sis is complex and modulated by endocrine factors. As
previously observed,’3 apoptosis induction and growth sup
pression were temporally dissociated during treatment. Be
cause PD123319 blocked both events, it is flot possible to
determine whether growth suppression was secondary to
apoptosis induction or, altemativeiy, a primary effect of AI2
stimulation. Ihat AI2 receptors suppress growth-associated
signaling pathways and ultimately DNA replication, how
ever, is supported by several in vitro studies.2 Previous
reports have shown contrasting effects of PD123319 on
vascular mass regulation in vivo. Some5-7 but not ail8’29
groups observed that PD123319 administration for 10 weeks
attenuates aortic mass in SHR or rats given long-term
infusions of Mg II. None of these studies examined the
balance between SMC DNA replication and apoptosis. It is
known, however, that long-term Mg II infusion stimulates
SMC DNA replication through AI1 receptors.29’3° Interest
ingly, short-term Ang II infusion in normotensive rats was
recently shown to induce SMC apoptotic activity through
both AT1 and AT2 receptors, although effects on SMC
number or DNA replication were not determined.3’ In con
trast, the present results clearly show that short-term treat
ment with PD123319 in SHR potently suppresses the induc
tion of SMC apoptosis, the inhibition of SMC growth, and the
rapid regression of SMC number and vascular mass induced
by an AT1 receptor antagonist. The discrepancies with the
studies mentioned above may reflect differences in experi
mental models andlor schedule of drug administration. For
instance, the documented suppression of endothelial cell
growth by AI2 receptors32 raises the possibility that long
term blockade of this receptor with PD123319 may alter
endothelial ceil behavior in vivo, an important determinant of
vascular mass.33 Our RI-PCR data in vessels with or without
endothelium suggest that AT2 receptors are expressed in SFW
aortic endothelial cells, as previously shown in smaller rat
vessels.34 Thus, a role for endothelial AT2 receptors in the
present model may flot be ruled out. In the short time period
examined, however, we consider a direct effect on AT2
receptors in SMC more likely because of the rapidity of the
responses observed. Whether the present observations are
vessel specific remains to be determined. Aortic hypertrophy
is important in isolated systolic hypertension and left ventric
ular hypertrophy,35 although arterioles are the major site of
increased vascular resistance in hypertension.36
In conclusion, this study in SHR provides the first evidence
that AI2 receptors induce artenal SMC deletion by apoptosis
in vivo. AI2 receptors also reduced SMC growth and vascular
mass but did not affect blood pressure during AI1 receptor
blockade. In comparison, enalapnl-induced apoptosis was not
affected by AI2 receptor blockade, suggesting different
mechanism(s) of action for ACE inhibitors and AI1 antago
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nists. Although the therapeutic significance of these findings
remains to be established, we speculate that AT2-mediated
SMC apoptosis may contribute to the potent inhibitory effects
of AT1 antagonists on vascular hypertrophic remodeling in
cardiovascular disorders.
Acknowledgments
This work was supported in part by an establishment grant to Denis
deBlois as a scholar from the Fonds de la Recherche en Santé du
Québec, a grant from the Medical Research Council of Canada
(MRCC; MT-lO$03), and by Novartis Canada. Bun-Seng Tea holds
a studentship from MRCC. We gratefully acknowledge the assis
tance of Gang He in the RT-PCR studies.
References
1. Timmermans PBMWM, Wong PC, Chiu AI, Herbiin WF, Benfield P,
Carini DJ, Lee Ri, Wexler RR, Saye JAM. Smith RD. Angiotensin II
receptors and angiotensin 11 receptor antagonists. Phumiucol Rev. 1993;
45:205—251.
2. Honuchi M, Aldshita M, Dzau VJ. Recent pmgress in angiotensin II type 2
receptor research in hie caitbovascular system. Hpertensioit. 1999;33:61 3—621.
3. Pollman Mi, Yamada I, Horiuchi M, Gibbons GH. Vasoactive sub
stances regulate vascular smooth muscle cdl apoptosis: countervailing
influences 0f nitric oxide and angiotensin II. Cire Res. l996;79:748—756.
4. Yamada T, Akishita M, Pullman Mi, Gibbons GH, Dzau VJ, Horiuchi M.
Angiotensin Il type 2 receptor mediates vascular smooth muscle cell
apoptosis and antagonizes angiotensin II type I receptor action: an in
vitro gene transfer study. Life Sci. l998;63:PL289—PL295.
5. Sabri A, Levy BI, Poitevin P, Caputo L, Faggin E. Marotte F, Rappaport
L, Samuel iL. Differential roles of ATI and AT2 receptor subtypes in
vascular trophic and phenotypic changes in response to stimulation with
angiotensin Il. Arterioscler Thromb Vase Biot. 1997;l7:257—264.
6. Levy BI, Benessiano i, Henrion D, Caputo L, Heymes C, Duriez M,
Poitevin P, Samuel iL. Chronic blockade of AT2-subtype receptors
prevents the effect 0f angiotensin II on the rat vascular structure. J Clin
Invest. I996;98:4l8—425.
7. Otsuka S, Sugano M. Makino N, Sawada S, Hata I, Niho Y. Interaction
0f mRNA5 for angiotensin II type I and type 2 receptors to vascular
remodeling in spontaneously hypertensive rats. Hypertension. 1 998;32:
467—472.
8. Ci JS, Touyz RM, Schiffrin EL. Effects of AT1 and AT2 angiotensin
receptor antagonists in angiotensin II-infused rats. Hypertension. 1998;
31:487—492.
9. Walter 5V, Hamet P. Enhanced DNA synthesis in heart and kidney 0f
newbom spontaneously hypertensive rats. Hypertension. 1986;8:520—525.
10. Owens GK. Control of hypertrophie versus hyperplastic growth of
vascular smooth muscle cells. Ani J Physiol. l989;257(6 pt
2):Hl755—Hl765.
Il. Hadrava V, Kruppa U, Russo RC, Lacourciere Y, Tremblay i, Hamet P.
Vascular smooth muscle cdl proliferation and its therapeutic modulation
in hypertension. An, Heurt J. l99l;l22:l 198—1203.
12. Hamet P, Richard L, Dam T-V, Teiger E. Orlov SN, Gaboury L, Gossard
F, Tremblay i. Apoptosis in target organs of hypertension. Hypertension.
l995;26:642—648.
13. deBlois D, Tea B-S, Dam T-V, Tremblay i, Hamet P. Smooth muscle celi
apoptosis during vascular regression in spontaneously hypertensive rats.
Hypertension. 1 997;29:340—349.
14. Campbell Di, Kladis A. Valentijn Ai. Effects of losartan on angiotensin
and bradykinin peptides and angiotensin-converting enzyme. J &ir
diovu.sc Pharinacol. 1995 ;26:233—240.
15. Touyz RM, Endemann D. He G. Li iS, Schiffrin EL. Role of AT2
receptors in angiotensin II-stimulated contraction 0f small mesentedc
afleries in young SHR. Hypertension. l999;33:366—372.
16. Nakajima M. Hutchinson HG, Fujinaga M, Hayashida W, Morishita R,
Zhang L, Horiuchi M. Pratt RE, Dzau Vi. Ihe angiotensin Il type 2 (AT2)
receptor antagonizes the growth effects of the AT1 receptor: gain-0f-
function study using gene transfer. Proc Nutl Acud Sci USA. l995;92:
10663—10667.
17. Matsubara H. Pathophysiological role of angiotensin II type 2 receptor in
cardiovascular and renal diseases. Cire Res. l998;83:l 182—l 191.
18. Viswanathan M, Tsutsumi K, Correa FMA, Saavedrn JM. Changes in
expression 0f angiotensin receptor subtypes in the rat aofla during devel
opment. Biochem Biophys Res Commun. l99l;l79:l36l—l 367.
19. Keiser iA. Major TC, Lu GH, Davis LS, Panek RL. Is there u ftnctional
cardiovascular role for AT2 receptors? Drug Des’ Res. l993;29:94—99.
20. farhy RD, Carretero OA, Ho K-L, Scicli AG. Role 0f kinins and nitdc
oxide in the effects 0f angiotensin converting enzyme inhibitors on
neointima formation. Cire Res. I 993;72: 1202—1210.
21. Linz W, Scholkens BA. A specific B2-bradykinin receptor antagonist
HOE 140 abolishes the antihypertrophic effect 0f ramipril. Br J
Phurmacol. 1992;l05:77 l—772.
22. Liu YH, Yang XP, Sharov VG, Nass O, Sabbah HN. Peterson E,
Carretero OA. Effects of angiotensin-converting enzyme inhibitors and
angiotensin II type 1 receptor antagonists in rats with heart failure: role 0f
kinins and angiotensin Il type 2 receptors. J Clin Inve.st. l997;99:
1926—1935.
23. Berthiaume N, Hess F, Chen A, Regoli D, D’Orleans-iuste P. Pharma
cology of kinins in the arterial and venous mesenteric bed of normal and
B2 knockout transgenic mice. Eur J Phunnucol. l997;333:55—6l.
24. Fukuo K, Hata S, Suhara T, Shinto Y, Tsujimoto S. Morimoto S. Ogihara
T. Nitric oxide induces upregulation 0f Fus and apoptosis in vascular
smooth muscle. Hypertension. 1 996;27:$23— 826.
25. Marcic B, Deddish PA, iackman HL, Erdos EG. Enhancement 0f bra
dykinin and resensitization 0f its B2 receptor. Hypertension. l999;33:
835—843.
26. Minshall RD, Erdos EG, Vogel SM. Angiotensin 1-converting enzyme
inliibitors potentiate bradykinin’s inotropic effects independently of
blocking its inactivation. An, J Cordiol. l997;80:l32A—l36A.
27. Boulanger CM. Secondary endothelial dysfunction: hypertension and
heurt failure. J Mol Cdl Curdiol. l999;3l:39—49.
28. Bayer 1M. Adamson SL, Langille BL. Atrophie remodeling of the artery
cuffed artery. Arterioscler Thromb Vusc Biol. I999;I9:I499—l505.
29. Van Kleef EM, Fingerle i, Daemen Mi. Angiotensin Il-induced pro
gression 0f neointimal thickening in the balloon-injured rat carotid artery
is AIl receptor mediated. Arterioscler Thromb Vase Biol. 1996; 16:
857— 863.
30. deBlois D, Viswanathan M, Su iE, Clowes AW, Saavedra iM, Schwartz
SM. Smooth muscle DNA replication in response 10 angiotensin II is
regulated differently in the neointima and media at different times after
balloon injury in the rat carotid anery: role of AI, receptor expression.
Arterioscler Thron,h Vue Biol. l996;l6:l 130—1137.
31. Diep QN, Li iS, Schiffrin EL. In vivo study of AI, and AT2 angiotensin
receptors in apoptosis in rat blood vessels. Hypertension. l999;34:
617—624.
32. Stoll M, Steckelings UM, Paul M, Bottari SP, Metzger R, Unger T. The
angiotensin AT2-receptor mediates inhibition of cell proliferation in cor
onary endothelial cells. J Clin Inse.st. l995;95:651—657.
33. Luscher IF. The endothelium in hypertension: bystander, target or
mediator? J Hypertens. 1994; 1 2:S 105—S 116.
34. Nora EH, Munzenmaier DH, Hansen-Smith FM, Lombard iH, Greene
AS. Localization 0f the ANG II type 2 receptor in tise microcirculation 0f
skeletal muscle. An, J Pl,y,s’iol. 1998 ;275 :H 1395—HI 403.
35. Safar ME, Laurent S. Behaviour 0f conduit arteries in hypertension. Cli,,
&cp Hyperte,,s. l993;l5: 1033—1045.




Cardiovascular Researcli 57 (2003) 775—783
_______________________
www.elsevier.com/locate/cardiores
Reversai of interstitial fibroblast hyperpiasia via apoptosis in
hypertensive rat heart with valsartan or enalapril
Shant Der Sarkissian’, Eve-Lyne Marchanda, David Duguay’, Pavel Hamett’,
Denis deB1oisa*
Department of Phar,nacotogy, University of Mon treal, University of Montreat Hospitat (CHUM) Research Center, 3840 St.-Urbain Street,
Roo,n 7-132B, Montreal, Quebec H2W 1T8, Canada
“Departnient of Medicine, University of Montreul, University of Montreat Hospitat (CHUM) Research Center, 3850 St.-Urbain Street, Mo,ttreat,
Quebec H2W 1T7, Canada
Received 26 June 2002; accepted 14 November 2002
Abstract
Objective: Renin—angiotensin system inhïbitors transiently induce apoptosis at the onset of cardiac hypertrophy regression in
spontaneously hypertensive rats (SHRs). The focus of this study is to evaluate the ceil selectivity of this response. Methods: SHRs were
treated with valsartan or enalapril (30 mg kg day) or placebo for 1 to 4 weeks. Stereological and morphological data were obtained
from immunohistological analyses. Apoptosis was quantified by DEVDase (caspase-3-lïke) activity assay and immunoblot analysis of
apoptosis-regulatory proteins (Bax and Bd-2). Identification of the apoptotic celI type was conducted using in situ TUNEL labeling, in
conjunction with a-sarcomeric actin or lectin immunoreactivity as markers for cardiomyocytes and endothelial cells, respectively.
Results: Stereological analysis of the left ventricle revealed significant non-cardiomyocyte hyperplasia in placebo-treated SHRs
(239±29X 106 nuclei) as compared to untreated age-matched normotensive Wistar—Kyoto (WKY) rats (107±12X 106). In contrast, the
number of cardiomyocyte nuclei was comparable between untreated SHRs (48±4X 106) and WKY rats. After 4 weeks of valsartan or
enalapril treatment, SHRs showed significant reductions in systolic blood pressure (>28%), left ventricular hypertrophy (>9%) and
cardiomyocyte cross-sectional area (>17%). Moreover, these treatments abolished non-cardiomyocyte hyperptasia in SHR left ventricle
without affecting cardiomyocyte number, capillary density or number of capillary per cardiomyocyte nucleus. As a mechanism of ceIl
deletion consistent with apoptosis induction, ventricles showed increased caspase-3 activation (>4.5-fold) as well as Bax to Bd-2 protein
ratio (>3.2-fold) within 2 weeks of valsartan or enalapril treatment. Immunohistological analysis revealed a significant increase in
TUNEL-positive, lectin-negative non-cardiomyocytes, suggesting a rise in apoptotic interstitial fibroblasts in the Ieft ventricle within 2
weeks of treatment with valsartan or enalapril (>63%), with a retum to baseline (0.033±0.003%) at 4 weeks. Treatments did not affect
right ventricular mass, apoptosis or cellularity. Conclusion: Cardiac apoptosis induction during regression of left ventricular hypertrophy
reverses interstitial fibroblast hyperpiasia in SHRs treated with inhibitors of the renin—angiotensin system.
© 2003 European Society of Cardiology. Published by Elsevier Science B.V. AIl rights reserved.
Keywords: ACE inhibitors; Antihypertensiveldiuretic agents; Apoptosis; Hypertension; Hypertrophy
1. Introduction important mechanism contributing to cardiac remodeling
[1,2]. Several studies have associated enhanced levels of
In recent years, apoptosis, a gene-regulated process of apoptosis with the pathogenesis of cardiac disease, e.g., in
cell self-destruction associated with caspase activation and the loss of cardiomyocytes and neurons leading to heart
internucleosomal DNA fragmentation, has emerged as an failure and cardiac conduction system disorders [3—51.
However, the role of apoptosis in cardiac remodeling is
context-dependent and may participate in normal cardiac
*coffesponding author. Tel.: +1-514-890-8000x12919; fax: +1-514-
412-7152.
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remodeling as illustrated by the differential regulation of
cardiomyocyte apoptosis between the nght and left ventri
des during the post-natal period [61.
The spontaneously hypertensive rat (SHR) is a model of
primary hypertension in which an imbalance between celi
growth and apoptosis favors increased cardiac mass and
DNA content in neonates and aduits [7—9]. Aduit SHRs
show cardiac fibroblast hyperplasia [10], a common feature
of pathological cardiac remodeling leading to increased
extracellular matrix deposition and cardiac fibrosis [11,12].
With aging, the hypertensive heart also shows increased
cardiomyocyte apoptosis [4,13,14], a feature that is at
tenuated following angiotensin converting enzyme inhibi
tion or angiotensin II type 1 (AT1) receptor blockade
[4,10,14,151. Liu et al. [10] reported an age-dependent
increase in cardiac apoptosis in young SFRs, mainly in
cardiomyocytes, concomitant with the development of
fibroblast hyperpiasia. Prophylactic treatment of hyperten
sion with the angiotensin converting enzyme inhibitor
ramipril reduces cardiac apoptosis in the long term and
prevents the development of fibrobIast hyperplasia [10].
Likewise, initiating hydralazine treatment during the pre
hypertensive phase can prevent the development of cardiac
hyperpiasia in SNRs (deBlois et al., unpubiished data). In
contrast, hydralazine does flot reverse cardiac hyperpiasia
in aduit SHRs [161. A key question is whether established
fibroblast hyperpiasia can be reversed in the hypertensive
aduit. We previously reported that a transient increase in
apoptosis occurs at the onset of cardiac hypertrophy
regression in SHRs [161. In this mode!, intemucleosomal
fragmentation of ventricular DNA peaks at 1 week of
treatment with an AT1 receptor antagonist, or at 2 weeks
of treatment with an equipotent antihypertensive dose of an
angiotensin converting enzyme inhibitor. Current evidence
suggests that angiotensin II regulation of apoptosis in the
heart is ce!! type-specific. In vitro, angiotensin II increases
cardiomyocyte apoptosis, an effect dependent on AT1
receptor activation [17,181. In contrast, cultured cardiac
fibroblasts undergo AT1 receptor-dependent proliferation
in response to angiotensin II [19J.
We therefore postulated that the eariy phase of cardiac
hypertrophy regression induced by inhibitors of the renin—
angiotensin system in adu!t SFW involved the se!ective
deletion of flbroblasts via apoptosis. The present study
provides evidence for a beneficial ro!e of se!ective apop
tosis up-regulation in cardiac remodeling induced by anti




Forty-two male SHRs and six ma!e Wistar—Kyoto
(WKY) rats (10 weeks old; weighing —250 g) were
purchased from Charles-River (St.-Constant, Canada) and
housed for at least 1 week before treatment. Food and
water were administered ad libitum. SHRs (n6/group)
were randomly assigned to treatment with the selective
AT1 antagonist valsartan (30 mg kg’ day p.o.; gift of
Novartis, Toronto, Canada) or the angiotensin converting
enzyme inhibitor enalapril (30 mg kg’ day’ p.o.; Sigma
Chemicals, St. Louis, MO, USA) in the dnnking water for
1, 2 or 4 weeks. Control SFIRs and WKY rats received
vehicle. Systolic b!ood pressure was determined by the
tail-cuff method at 12 and 26 days of treatment (n =6/
group) and tissues were isolated after 1 and 2 weeks as we
described previous!y [16]. Briefly, rats were anesthetized
with a sing!e i.m. injection of ketamine (80 mg kg’;
Ayerst, Gue!ph, Canada), xy!azine (4 mg kg1; Bayer,
Etobicoke, Canada), and acepromazine (2 mg kg’;
Ayerst, Montreal, Canada), and ki!!ed by exsanguination
via the jugular vein. Both ventricles were isolated together,
weighed and an equatorial cross-section (3 mm) was fixed
in paraformaldehyde (4%). In SURs ki!led after 4 weeks of
treatment and age-matched WKY (n=6/group) anesthesia
was followed by an i.v. injection of 1.5 ml KCI (100 mmol
l_l) via the vena cava to induce diastolic cardiac arrest.
Ventricles were isolated together, weighed and fixed
overnight in 4% paraforma!dehyde. Equatorial cross-sec
tions of ventricles were paraffin-embedded. Ah animal
manipulations were conducted in accordance with the Care
and Use of ùzboratory Animais guidelines pubhished by
the National Institutes of Health (MH).
2.2. Hypertrophy and Ïzyperptasia ineasureinents
We used the NTH Image 1.61 program (http://rsb.in
fo.nih.gov/nih-image/) to measure the cross-sectional area
of the ventricles, ventricular chambers and cardiomyocytes
at 4 weeks. Three sets of randomly chosen pictures (from
the left and right ventricular sub-epicardium, sub-endo
cardium and mid-myocardium) were captured from hema
toxyhin stained histological sections and digitally en
hanced. The total number of cardiomyocytes within each
ventricle was assessed stereologically as per Anversa et al.
[20]. A similar procedure was used to calculate total
non-cardiomyocyte number with the exception that the
area covered by the (unstained) celI body of non-car
diomyocytes was estimated using the average nuclear
length measurements (10.5±0.3 i.m in controls; no change
with treatment), extended half a time in the x and y axes
around each nucleus.
2.3. DEVDase activity
Ventricles were pulverized in Iiquid nitrogen and an
aliquot (5 mg) was lysed to measure DEVDase activity
using the fluorogenic substrate DEVD-AMC (40 pM) in
the presence or absence of the Ac-DEVD-CHO (1 jiM), a
caspase-3 inhibitor as previously described [21]. Caspase
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3-like activity was defined as the Ac-DEVD-CHO-sensi
tive activity.
2.4. Expression of apoptosis-regutatoty proteins
The protein levels of active caspase-3 17—20 kDa
fragments, Bd-2 and Bax in cardiac tissue were examined
by Western Blot analysis. Total heart was pulverïzed in
liquid nitrogen and a 50 mg aliquot was lysed in extraction
buffer [10 mmoÏ 1’ Tris—HCI, pH 7.5, 1% Triton X-100,
4 mmol 1’ 3-g1ycerophosphate, 4 mmol 1’ sodium
fluoride, 1 mmol j1 EDTA, 1 mmol 1’ EGTA, 200 11mo!
1_1 sodium orthophosphate, 51 i.Lmol 1’ benzamidine, 0.5
mmol 1’ phenylmethylsulfonylfluoride, 21 Rmol 1_1
leupeptin, 5 mmol 11 dithiothreitol (DTT) and 1 Ilmol j—1
microsystin (Sigma—Aldrich, Oakville, Canada)]. Western
Blot was carried out with equal amounts of proteins (25
g) loaded onto a 15% sodium dodecyl sulfate (SDS)—
polyacrylamide gel and transferred to Hybond-C extra
membrane (Amersham Bioscience, London, UK). Mem
branes were hybridized with anti-caspase-3 (1:1000; BD
Pharmingen, Mississauga, Canada), anti-Bax or anti-Bd-2
(1:1000; Santa-Cruz Biotech, Santa Cruz, CA, USA)
antibodies followed by incubation with goat anti-rabbit
(caspase-3) or goat anti-mouse (Bax, Bd-2) horseradish
peroxidase-conjugated secondary antibodies (1:2000; San
ta-Cruz Biotech) according to manufacturer’ s protocol.
Membranes were then incubated with ECL Plus (Life
Science Products, Boston, MA, USA), exposed to film and
developed. The image was digitized and baud intensity
was quantified using NIH Image 1.61 program. For
caspase-3, the 32 kDa (procaspase-3) and 17—20 kDa
(indicative of enzyme activation) fragments were mea
sured.
2.5. Inununohistochenistiy
Quantification of apoptotic nuclei was conducted in
deparaffinized ventricular cross-sections (5 pm) using a
three-step in situ fluorescent labeling protocol as per
Cigola et al. [17] with minor modifications. As a first step,
in situ terminal deoxynucleotidyl transferase (tdt)-medi
ated dUTP-biotin nick end labeling (TUNEL) of nuclei
was used as a marker of apoptosis. Modifications from the
published protocol [17] included pre-incubation at room
temperature for 15 min in a 0.1% saponin-EGTA solution,
amount of tdt enzyme (20 units; Roche, Indianapolis, IN,
USA), biotin-16-dUTP (0.5 nmol !‘; Roche) and FITC
labeled extravidin (0.06 11g m1’; Sigma Chemicals).
Negative controls had water instead of tdt. As a second
step, immunoreactivity for a-sarcomeric actin was used as
a marker for cardiomyocytes. A primary mouse IgG
antibody directed against Œ-sarcomeric actin (1:40; 5C5
clone, Sigma Chemicals) and a TRITC-labeled goat IgG
secondary antibody directed against mouse IgG (1:100;
Sigma Chemicals) were used. As a third step, 5 nmol L1
propidium iodide (ICN Biomedicals, Aurora, OH, USA)
was used for total cardiac nuclei staining. In a duplicate set
of sections, endothelial ceils were labeled using 5 ig mL’
TRITC-labeled lectin (Bandeimea simplicifolia; Sigma
Chemicals) and TIINEL positive nuclei were labeled using
0.1 mL’ AMCA-labeled streptavidin (Vector Lab
oratories). Appropriate filters were used to quantify labeled
ceils by fluorescence microscopy separately in nght and
left ventricles. AI! TUNEL-positive nuclei (cardiomyocyte,
non-cardiomyocyte: endothelial and fibroblast) in each
section were counted. The epicardium was analyzed separ
ately. Total number of celI specific nuclei per cross-section
was estimated by counting profiles in 3 randomly chosen
fields from both ventricles (250X; 0.02 mm2/field) and
multiplying the average numerical density by the ventricu
lar cross-sectional area. An average of 500 endothelial cell
profiles were counted for each rat and resuits were
expressed as number of capillaries/mm2. In the epicar
dium, all nuclei were counted. A separate set if sections
were stained with Sinus red to evaluate the percentage of
ventricular area occupied by collagen [22].
2.6. Statisticat anatysis
Results were analyzed using analysis of variance and
unpaired Student’s t-test with Bonferroni correction for
multiple comparisons where appropriate. TUNEL assay
was analyzed with the nonparametric Mann—Whitney test.
Values are presented as mean±S.E.M. P<0.05 was con
sidered statistically significant.
3. Results
Systolic blood pressure (mmHg) was significantly de
creased by therapy after 12 days (controls: 206±9; val
sartan: 166± 10; enalapril: 155±9) and 26 days (controls:
212±10; valsartan: 152±8; enalapri!: 148±9). Body
weight was not significantly affected after 4 weeks of
treatment with valsartan (285± 12 g) or enalapril (277± 11
g), compared with controls (295±14 g), whereas left
ventricular weight to body weight ratio was significantly
reduced with valsartan (>9%) and enalapril (>17%).
Morphological data obtained on equatorial sections of
diastole-arrested hearts are shown in Table 1. As compared
to WKY rats, untreated S}IRs showed increased left
ventricular cross-sectional area and cardiomyocyte cross
sectional area. SHRs tended to have a (non-significant)
larger chamber cross-sectiona! are in left ventricle as
compared to WKY rats. Unexpectedly, the on!y difference
in relative collagen content was in the right ventridle of
WKY rats where there was a s!ight increase over SHRs.
After 4 weeks, valsartan tended to reduce and enalapril
completely normalized left ventncular cross-sectional area
without affecting ventricular chamber size or right yen
tricular parameters. Valsartan and ena!apn! significant!y
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Table I
Ventricular morphology of SHRs treated with valsartan or enalapril for 4 weeks or age-matched untreated WKY rats
WKY SHR SHR SHR
control valsartan enalapril
Left ventricte
Tissue cross-sectional area (mm2) 47±3* 60±1 54±1* 47±1*
Chamber cross-sectional area (mm2) 15±2 21±1 20±1 21±1
Relative collagen content (%) 15.5±0.4 15.2±0.5 16.1±0.2 14.4±0.4
Cardiomyocyte cross-sectional area (tIm2) 182±13* 240± 11 177±4* 169±6*
Right ventricle
Tissue cross-sectional area (mm2) 9.3±1.3 7.5±0.5 7.1±0.2 7.8±0.7
Chamber cross-sectional area (mm2) 5.7±0.6 5.4±0.4 6.4±0.5 5.8±0.4
Relative collagen Content (%) 15.9±0.3* 14.4±0.2 14.1±0.3 14.0±0.5
Equatorial sections 0f diastole-arrested, paraforrnaldehyde-fixed hearts were studied.
* Signihcantly different (P<0.05) from SHR control group (n=6/group).
decreased cross-sectional area of left ventricular car
diomyocytes down to levels observed in WKY rats. The
relative collagen content in either ventricle of SHRs was
maintained after valsartan or enalapril for 4 weeks. Ulti
mately, both valsartan and enalapril significantly decreased
the total number of non-cardiomyocytes in the left ventri
de by 37% (P =0.002). Levels reached that of age
matched normotensive WKY rats (107±12X 106) without
affecting the total number of cardiomyocyte nuclei at 4
weeks (Fig. lA). Thus, the ratio of cardiomyocyte to
non-cardiomyocyte nuclei, which was low in controls
(0.17±0.01), was normalized with valsartan (0.24±0.01;
P<0.01) and enalapril (0.25±0.02; P<0.01) and increased
to values similar to those of the WKY rats (0.22±0.02;
P<0.05 versus control SHRs). In contrast, the right
ventricle showed no significant change in cellularity with
therapy (Fig. lB). At 4 weeks, capillary density (capillary/
mm2) and capillaries per myocyte in the left ventricular
myocardium remained unchanged by treatments (versus
respective controls: 1405±39 and 1.01±0.05, Fig. 1C, D).
The absolute number of epicardial ceils per cross-section at
4 weeks was reduced, though the change was not signifi
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Fig. I. Changes in the total number of cardiomyocyte nuclei (LI) and non-cardiomyocyte nuclei (U) in the (A) left ventricle and (B) right ventricle of SHR
trealed for 4 weeks with valsartan or enalapril or age-matched untreated WKY rats. Changes in the total number of (C) capillaries per cross-section
(capillary density), (D) capillary per myocyte, in the left ventricle of SHR treated for 4 weeks with valsartan or enalapril. Significantly different
(P<0.003) from SHR control group.
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Our previous time course studies showed that DNA
fragmentation indicative of apoptosis is maximally in
creased in the SHR heart after 1 week of AT1 antagonist
treatment and 2 weeks of angiotensin converting enzyme
inhibitor treatment dunng regression of hypertrophy [16j.
Thus, these time points for valsartan (1 week) and enalap
ri! (2 weeks) were selected for apoptosis study and in situ
determination of ceil type undergoing apoptosis in the
ventricles.
Consistent with these previous observations, ventricular
DEVDase (caspase-3-!ike) activity was increased by more
than 4.5-fold after 1 week of valsartan or 2 weeks of
enalapril treatment (Fig. 2A). These resuits were corrobo
rated with immunoblot analyses showing transient 3.6- and
4.2-fold increases in caspase-3 cleavage fragments (hands
at 17—20 kDa) with valsartan and enalapril, respective!y,
without alteration in pro-caspase-3 (32 kDa) expression
!eve!s (flot shown). In addition, measurement of cardiac
pro- (Bax) and anti-apoptotic (Bd-2) protein leve!s
showed significant 3.4- and 3.2-fo!d increases in the Bax to
Bd-2 ratio with va!sartan and ena!apri!, respective!y (Fig.
2B).
Fig. 3A shows a representative photomicrograph of an
area within the myocardium in which ail (propidium
iodide-positive) nuclei appear in bright red, we!l delineated
spots, whereas nuclei within the Œ-sarcomeric actin-posi
tive area (diffuse red area) were identified as car
diomyocyte nuc!ei. In Fig. 3B, the same field examined
under a green filter to detect FITC-!abeling shows a
TUNEL-positive non-cardiomyocyte nuc!eus. For each
animal, a subset of sections was stained for identification
of endothelia! cel!s using !ectin as a marker (bright red
spots in Fig. 3C). In Fig. 3D, the same fie!d examined
under a b!ue filter to detect AMCA-!abe!ing shows a
TUNEL-positive, lectin-negative nuc!eus, considered as an
apoptotic fibrob!ast. Treatment with valsartan for 1 week
or ena!april for 2 weeks each caused a significant twofold
increase in T{JNEL-positive fibroblasts (Fig. 4A) selective
ly in the interstitium of the !eft ventricle. In contrast,
TUNEL-positive endothelia! nuc!ei remained unchanged
versus contro!s (Fig. 4B). TUNEL-positive fibrob!asts
retumed to basa! va!ues (0.026±0.005%) after 4 weeks of
va!sartan (0.033±0.003%) or ena!april (0.034±0.004%)
treatment. TUNEL-positive cardiomyocyte nuc!ei were
increased with enalapri! at 2 weeks (by 75% in the !eft
ventricle on!y) (Fig. 4C). Va!sartan-treated hearts at 1 week
showed a similar though non-significant tendency. After 4
weeks, TUNEL-positive cardiomyocyte nuclei were flot
significantly different between rats treated with p!acebo
(0.008±0.002%), va!sartan (0.006±0.001%) or ena!apri!
(0.006±0.001%). As shown in Fig. 3E, epicardial cel!s
showed by far the greatest frequency of TUNEL-positive
nuc!ei. TUNEL-positive epicardia! cel!s were increased
with va!sartan at 1 week (45±2 vs. 38±2% in age
matched contro!s; P<0.05) and enalapril at 2 weeks
(46± 1 vs. 32±2% in age-matched controls; P<0.05), with
treatmefits
Fig. 2. (A) lncreased DEVDase activity in homogenates of SHR ventri
des isolated at I week of valsartan treatment or 2 weeks of enalapril
treatment () as compared to respective controls (). * Significantly
different (P<O,OOl) from control group (n=6/group). (B) Changes of
apoptosis regulatory protein expression immunoblotted and probed wkh
anti-Bax or anti-Bel-2 antibody. Inset shows representative band corre
sponding to the molecular mass of Bax (23 kDa) and Bd-2 (26 kDa). The
graph represents the Bax/Bdl-2 protein expression plotted for tissue
lysates obtained from SHRs treated for I week with valsai-tan and 2
weeks with enalapril (•). Data are presented as percentage of respective
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Fig. 3. Photomicrograplis showing (A) areas immunoreactive for Œ-sarcomeric actin (cardiomyocyte ccli body in diffuse red) and areas positive for the
total nuclear stain propidium iodide (bright red, sharply delineated spots). The affow points a non-cardiomyocyte nucleus (iocated outside the a-sarcomeric
actin stained area) (X600). (B) The same field visualized under an fITC filter showing the same nucleus as a TUNEL-positive (bright green, sharply
delineated) nucleus (X600). (C) Endothelial celis (bright red, sharply delineated spots) after staining with TRJTC-labeled lectin (X600). (D) In the same
field, visualized under a DAPI filer, the arrow points a TUNEL-positive (bright blue, sharply delineated), lectin-negative non-cardiomyocyte nuclei,
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a retum to basai leveis at 4 weeks for both treatments
(vaisartan: 37±3%; enalapril: 35±3%; age-matched con-
trois: 38±1%; NS). Both ventricles showed similar fre
quencies of TUNEL-positive epicardiai ceils (flot shown).
4. Discussion
The present resuits indicate significant ceil deletion by
apoptosis during onset of cardiac hypertrophy regression
was restricted to interstitial fibrobiasts in the left ventricie
of SI-ERs treated with valsartan or enalapril. As a resuit,
fibroblast hyperpiasia in the aduit SFIR was normaiized
within 4 weeks of treatment, down to leveis seen in WKY
rats. Apoptosis increase was transient even though anti
hypertensive treatments were maintained, consistent with
our previous observations [161. Both drugs had a tendency
to transiently increase TUNEL staining aiso in car
diomyocytes (significant with enalapril). The cumulative
effect was marginal, however, since the total number of
cardiomyocyte nuclei was flot significantly decreased after
4 weeks of treatment in the left ventncie. Administration
of quinaprii decreases the percentage of tetrapioid car
diomyocytes in SHRs [23], an effect that reflects either
nuclear division or polyploid ceii deletion. Cardiomyocyte
polyploid nuclei may be removed by apoptosis during
treatment with renin—angiotensin system inhibitors. Alter
natively, TUNEL staining may label nuclei undergoing
DNA repair [24]. After the 4-week treatments, the number
of cardiomyocytes in the right and left ventricles of SI-ERs
remained unchanged and higher than in WKY rats, pos
sibly reflecting compensated cardiac hypertrophy in SHR
at that age. In humans, right septal endomyocardial biop
sies from hypertensive patients show greater caspase-3
immunoreactivity, Bax to Bd-2 protein ratio and TUNEL
staining in both cardiomyocytes and interstitial fibroblasts
as compared to tissues from normotensive volunteers [25].
These high levels of apoptosis in cardiomyocytes and
interstitial fibroblasts are attenuated significantly, though
flot normalized, foiiowing administration of iosartan for 12
months. The discrepancy wïth the present resuits may
reflect species specificities, different stages of the disease
or time-dependent regulation of cardiac apoptosis during
treatment.
The beneficial effects of angiotensin pathway inhibitors
inciude the amelioration of oxygen diffusion in the left
ventricular myocardium. Previous reports show that car
diac capiilaries are flot decreased in SHRs receiving renin—
angiotensin system inhibitors [26,27]. Consistent with this,
the treatments in this study did flot încrease TUNEL
positive endothelial ceils or decrease capillary number or
density at 4 weeks. In the non-cardiomyocyte population
of the heart, fibroblasts, representing the main celi type,
play a key role in cardiac connective tissue regulation [28].
At the age examined, the ieft ventricies of SHRs did flot
show evidence of coliagen accumulation as compared to
WKY rats possibly due to the reiativeiy recent onset of
hypertension in SURs. A significant increase in ieft
ventricuiar collagen content in SHR versus WKY has been
reported in some but flot ail studies [29,301. Consistent
with a lack of enhanced collagen deposition in untreated
SURs left ventricles, these tissues showed no reduction in
relative coliagen tissue content after 4 weeks of treatment.
Since left ventricular mass was reduced, these data suggest
a proportional degradation of myocardial fibriiiar coilagen


















Left ventricle Right ventricle
Left ventricie Rïght ventricle
Fig. 4. Effects of treatment with valsartan for 1 week and enalapril for 2
weeks on the percentage of TUNEL-positive staining versus respective
controls in (A) fibroblasts, (B) endothelial celis, (C) cardiomyocytes of
SHR per cross-section of left and right ventricles. Data were analyzed
using the nonparametric Mann—Whitney test. * Significantly different
(P<0.05) from control group (n6/group).
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reported that AT1 receptor blockade for 14 weeks stimu
lates collagenase activity and reduces fibrosis in SHR left
ventricles. As an additional mechanism, the present data
suggest that a reduction of fibroblast hyperpiasia may
contribute to decreased myocardial extracellular matnx
mass.
The induction of fibroblast apoptosis and the reduction
in ventricular cross-sectional area occurred only in the left
ventricle, suggesting a possible causal relationship between
these two processes. The absence of right ventricular
apoptosis also suggests a role for blood pressure reduction.
It is important to note, however, that effective antihyper
tensive treatment with hydralazine does flot induce cardiac
apoptosis or mass regression, suggesting pressure indepen
dent influences [16]. We previously reported that transient
apoptosis induction during regression of aortic hypertrophy
is dependent on pro-apoptotic AT2 receptors for angioten
sin II in SHRs treated with the AI1 antagonist valsartan
but flot enalapril [32]. We recently observed that transient
cardiac apoptosis induced by either valsartan or enalapril
was flot affected by AT2 receptor blockade (Der Sarkissian
et al., unpublished data), suggesting a role for downregula
tion of AT1 receptor signaling in the induction of the time
window of cardiac apoptosis in this mode!. The stimulation
of AT1 receptors activates pro-growth and anti-apoptotic
signaling pathways in mesenchymal cells such as fibro
blasts and smooth muscle cells, including Akt activation,
reactive oxygen species generation, and growth factor
expression [33,34]. One candidate is insulin-like growth
factor 1, which is induced by angiotensin II [35] and which
inhibits apoptosis in cardiac flbroblasts via a mechanism
up-stream of caspase-3 but independent of Bax or Bd-2
expression [36]. Cardiac Bax to Bd-2 ratio was increased
during apoptosis in the present study, however, suggesting
an alternative pathway. Tissue inhibitor of
metalloproteinase-4 (TIIvW-4), which shows dysregulated
expression during pathological cardiac remodeling [371,
was recently shown to induce apoptosis in transformed,
although flot in normal, cardiac fibroblasts [38]. Pathways
involved in regulating fibroblast apoptosis during cardiac
remodeling remain to be better defined.
The present results confirm our previous observations
that cardiac mass regression is associated with induction of
apoptosis in the epicardial region [16]. The epicardium,
which is part of the cardiac pleura, is populated by
mesothelial ceils and is a major expression site for matnx
metalloproteinases [39] and several factors modulating
cardiomyocyte and non-cardiomyocyte behavior, including
angiotensin II [40]. The contribution of mesothelial ceils to
ventricular hypertrophy regression is not clear but may
reflect proportional remodeling of the pleura to accommo
date the change in ventricular mass. Interestingly, epicar
dia! apoptosis was simi!ar between the right and left
ventricles, thus ru!ing out a direct causal relationship
between these events. Post-operative fibrosis of the cardiac
pleura is associated with increased local expression of
angiotensin-converting enzyme [41] and AI1 receptors
[42]. Considering the present findings, it is intriguing to
speculate that the suppression of post-operative pericardial
fibrosis by AI1 receptor blockade [43] involves enhanced
mesothelial ceil death by apoptosis. Also intriguing, are the
high basal levels of TUNEL-positive mesothelial cells
(30% range), which may suggest a high turnover rate.
Several studies showed that inhibition of the renin—
angiotensin system decreases cardiomyocyte apoptosis in
hypertension [4,10,14,15]. Considering these findings with
the present data, we propose that the beneficial cardiac
effects of angiotensin II pathway inhibitors may involve
celI type-specific regulation of apoptosis, with an early
decrease in fibroblast survival and a long-term increase in
cardiomyocyte survi val. If confirmed in humans, the ability
to reduce fibroblast hyperplasia via apoptosis may have
important implications in the treatment of advanced car
diac fibrotic diseases.
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Caspase-Dependent Ce!! Death Mediates the Early Phase of
Aortic Hypertrophy Regression in Losartan-Treated
Spontaneously Hypertensive Rats
Eve-Lyne Marchand, Shant Der Sarkissian, Pavel Hamet. Denis deBlois
Absrruct—Blockade of angiotensin type I (AT1) receptors induces srnooth muscle ceH (SMC) death and regressïon of
aortic hypertrophy in spontaneously hypertensive rats (SHR). We postulated that SMC death and vascular remodeling
in this model may be attenuated by z-Val-Ala-Asp( Me)-Ci-Lf f z-VAD-fmk).a tripeptide inhibitorofcaspaseenzymes
mediating apoptosis. To detennine ffie time course of SMC death and aortic remodeling. SHR were treated with losartan
(30 mg/kg per day) for up to 9.5 days. Transient SMC apoptosis occurred in the aortic media with a peak amund day
5 of treatrnent, with increases in the Bax to Bel-2 protein ratio (>3-fold), in active caspase-3 (5.6-fold), in
TUNEL-positive nuclei (19-fotd), preceding by 24 hours the peak activation of capasc-9 (3.8-fold), and significant
reduetions in SMC number (46%) and aortie cross-seetionai area (8.5%) al 5.5 days. The deerease in total aortic DNA
reached significance at 6.5 days (29%). Blood pressure reduction with losartan vas progressive and reached significance
at day 7 of treatment. Next, we examined the causal iink hetween vascular apoptosis and remodeling. SHR received
placebo or losartan (30 mg/kg per day) for 6 days. During the iast 24 hours, a subgroup of losartan-treated rats received
3 IV injections ofz-VAD-fmk (cumulative dose: 4.4 mg kg’). Ail other rats received the vehicle, DMSO. The 24-hour
cotreatment with z-VAD-frnk eflctiveiy prevented lesartan-induced caspase-3 activation and internucieosomai DNA
fragmentation, as well as SMC depletion and the reductions in aortic mass and DNA content. Together, these data
suggcst that caspasc-dcpendcnt SMC dcath mcdiatcs thc carly phase ofvascular rcmodcling in rcsponsc to AT1 rcccptor
hiockade in this model of hypertension. (Cire Res. 2OO3;92:777-74.)
Key Words: caspase • apoptosis • aorta • hypertrophy hypertension
I ii recent years. programrned ccii death has emerged as animportant mechanism of cardiovascular remodeling. Apo
ptosis is a foon ofprogrammed ccli death associatcd with thc
activation ofcaspases,’ notably caspase-3, which acts as a
downstream key executioner of the death program.2 and
internucleosomal fracmentation of DNA.3 The prototypicai
irreversible inhibitor of caspases z-Val-Ata-Asp(OMe)-CH2F
(z-VAD-fmk) is a ceil-permeabie tripeptide with broad spec
iflcity for ail known caspases.2 Z-VAD—fmk potently inhibits
apoptosis in vitro as weii as in vivo in cardiomyocytes,
ncurons, and hepatocytes36
The spontaneously hypertensive rat (SHR) is a genetic
model of primary hypertension showing dysregulations of
ccli prohferation and death contribtiting to increased vascular
mass and DNA content.7 We flrst reported that smooth
muscle ccii (SMC) death is enhanccd transientiv during the
regression of aortic hypertrophy in SHR treated with antihy
pertensive agents, an effect that is not secondary to blond
pressure reduction. Within 1 weck of treatment with an
antagonist of type I (AT1) receptors for angiotensin Il, SHR
are-tic DNA fragmentation is maximaily increased.xs
The present study explored the causal reiationship between
SMC apoplosis and vaseular rcmodeiing induccd by AT1
antagonist treatment. We flrst dctcrmined the relative time
course of biood pressure reduetion. SMC apoptosis. and
aottic mass regression in SHR treated with losartan. Second.
z-VAD-fmk was administered in vivo in an attempt to block
Iosartan-induced ccli death and vascuiar mass regression. Tue
resuits suggest that caspase-dependent SMC dcath plays an
ohligatoiy mie in onset aortic remodeling induced hy AT1
receptor blockade in hypertension.
Materials and Methods
Maie SHR (250 to 275 g) purchased from Charles-River (St
Constant. Quebec) were houscd for ai ieasi 48 bouts before initiation
ofcirug treatinent. Food and water vere administered ad hbitum. AH
animai manipulations were conducted according to instiflitional
guidehnes.
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Effects of Losartan Treatment for 6 Days and z-VAD-fmk Cotreatment During the
Last 24 Hours on Total SMC Nuclei and Morphometric Quantification in the Aortic
Media of SHR
Control Losartan Losartan + z-VAD-fmk
(n=15) (n=12) (n=11)
Measurements on cross sections
Medial cross-sectional area, 1.cm2’<10 45±1 40±3 46fl
Measurements on disectors
Total volume 0f disectors, 1im3xlO 6 112±9 143±7* 96±12t
No. 0f nuclei in top sections 67m-4 B6z4* 61 ±3f
No. of nuclei stili present in bottom sections 39±2 665* 39±51
No. 0f nuclei absent from bottom sections 28-’-3 22_3* 22”4
Average nuclear width, j.sm 6±1 3.2±0.3* 71t
Cet rtumerical density, m 3x10 0.25±0.01 0.15±0.01* 0.23±0.Olf
Combined measurements
No. of cells/gm 0f aorta 114±19 61 ±3* 104±141
Percent reduction in cet number 4r 91
“Significantly different (P<0.05) vs control; tsignificantly different (P<0.05) vs losartan.
Time Course Study
in order to assess the time-course ofiosartan effects. SHR received
losartan (10 mg/k per ciay gift nfMcrck,Fmsst,.Mrmtrcal,Canada)
dissoived in the drinking water for 0, 4.5. 5.5, 6.5, 7.5, or 9.5 days
(n=6 per group). In tise stibset of rais ki]led at day 9.5 of iosartan
treatment, systolic biood pressure was evaluated hy tail-cuff pleth
ysmography, as we described prcviously) on each day between days
O and 7 of treatment.
In order to evainate vascular DNA svnthesis in vivo ut 1.5 hour
before death, ail rats received u single intravenous bolus of [SI-I]
rhymidine (0.5 mCi/kg: New England Nuciear) after indttction of
anesthesia with u single 1M injection oC u mixture iif ketamine
mg/kg; MTC Pharmaceuticals), xylazine (4 mg/kg; Bayer), and
acepromazine (2 mg/kg: Ayerst). Death tvas induced by exsangui
natinn with retrograde perfusion ofisotonic saline (200 mL) through
the abdominal aorta and draining via the jugular vein. The thoracic
aorta was isolated. cleaned ofadherent tissue, and a vascular segment
between the third and fourth intercostal arteries was fixed in 4%
paraformaldehyde for histoiogical studies. The distal segment of the
aortic media (between the fourth intercostal arteries and the dia
plwagml svas dentided of endotheiium, snapped frozen and pulver
ized in liquid nitrogen using a mortar and pestie and stored at
_80*C.
Histological Studîes
Detaiied histological methods arc described in tise online data
stippiement.
Determination of Smooth Muscle Celi Number
SMC number per unit length ssas deternuncd as we previously
clescribed using tise 3-dimensional disector method. a quantification
procedure independent of nucleus orientation, shape. or sizei°
Detailcd formulue are deseribed iii tise online dsta supplement.
Caiculations were perfonned in paraliel tu evaluate SMC number per
unit iength for each animal. Final values as well as intermediate
values at selected steps of tise calculalions (averaged for each
experimentai group) are presented (Table).
Exprcsion of Apoptosis-Regulatory Protein
Tise protein levels of tise latent caspase-3 fragnsent (32 kDa). active
caspase-3 fragments (17 tu 20 kDa), active caspase-9 fragment (38
kDa), as well asBcl-2 aitd [lux in tise aurtic media were examined by
immunoblot analysis. Tise distai segment of tise aonic media vas
puiverized in iiquid nitrogen using a mortar and pestie. and an
aliquot (25 sisg) of tise pulverized tissue was iysed in extraction
btiffer [10 nsnsol L Tris-1-ICI pH 7.5, 1% Triton x-tOO. 4 mmol
L’ —glycerophosphate, 4 mmoi L sodiuns fluoride, I mmoi
L - EDTA. I mmol LL EGTA. 20(3 tunol L sodium ortisopisos
plsate. SI .rmol L benzamidine, 0.5 mmoi L L phenylmetisyl
sulfoisylfluoride (PMSf). 21 i.tmoi L leupeptin, 5 mmoi L L
DTT and I pmoi L- L miCrOsvstifl (Sigma-.AldricIs Canada Ltd)].
Protein concentrations were determined with tise Bio-Rad Assay
(Bio-Rad Laboratoiies). Equai amounts of proteins (25 cg) separated
on I 5% SDS-polvacrvlarnide gel were iransferred in Hybond-C extra
mensbrane (Amersisam. Bioscience). Mensbrane were blocked in 5%
nonfat miik and incubated tvith anti-cuspase-3 ii 1000 BD Pharm
inCen), atiti—active caspuse—9 (1:1000: New Eniand tue), anti—Bai
(1:1000 Sanra-Cruz Biotecis), or anti-Bel-2 t t 1000 Sata-Cruz Bio
tecis) foliowed by incubation with goat anti-mouse or goat anti-rabhit
horseraclish peroxidase-conjttgated antihndy (1:2001) Santa-Cruz
Biotech) and then enhancement mediuns ECL Plus (Life Science
Products) aceording to nsanufactsirer’s protocol. lntensity of eacis
hand vas quantifled usiug NJK image prograns 1.61.
Caspase Inhibitor Study
In ordcr to asscss tise roic of caspases in iosartan-induccd vascular
retnodehng, male SHR (250 to 275 g) were randomized to treatment
with placebo (n= 15) or losartan (30 nsg/kg per day; n=23) in the
drinking water for 6 days ..M 24 hours before death, a subset of
iosartan-treated animais (n= 12) tvas randomiy seiected for treatment
witis the caspase inhibitor z-VAD-fnsk (cumulative dose: 4.4 mg/kg;
Enzyme System Pruduets) given fractwnally in three intravenous
injections at 24, 16, and 8 isours before deatis. Ail otiser rats received
tise DMSO veisicle (lOt) LL per intravenous boiusl according tu tise
suisse administration sclsedule (final group size svas n 15 in placebo
group. ni2 in iosartan group, and n=l I ils iosartan+[z-VAD-fnsk]
group). Animais verc subjected to brief unesthesia with inhalatinn
enflurauc. and tise right femoral veto was-exposed for tise intravenous
injections.
Tissue isolation procedtires were exaetly as descrihed abuve,
including [3H]—[hymidinc administration ut 1.5 hours beforc deith by
exsanguination in anesthetized aninsals. and sampisng of vascular
sections for histologicai sttidies. lis this studv, 25 mg of tise frozen
aortie nsedia svas used as a source of materiai to examine borts
synthesis ([3H1-tisymidine incorporation) aisd iisternticleosomai frag
mentation of vascuiar DMA.
Tise i]stensucleusomal DMA fragnsentatiun index was quantilicd as
we previousIy described.8 Briefly, after terissinal deoxynucleotidyi
transferase-mediated dUTP-[P2] nick end labcting of extracted
DMA. increasing ansounts of DNA (005 tu 0.4 p.g) were fractionated
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Figure 1. Systolic blood pressure reduction in response to o
sartan. Graph represents arterial systolic blood pressure of SHR
treated with losartan rneasured by plethysmography over a
7-day period (mean±SEM; n=5). pgQ
Statisticat Analv sis
Values are presented as mean±SEM. Results were analyzed using
analysis of variance followed ly unpaircd SutdcnCs r test with
Bonferroni correction fiar multiple comparisons. A value off<t).05
was considered statistically significant.
An èxpanded Materials and Methods section can be found in the
onl me data supplement available at http://www.circresatia.org.
Resuits
Time Course Study
Pretreatmcnt values of body wcight werc 238±3 g (n=36).
AH rats gained weight during the experiment period but final
values of body weight were similar between ail groups (flot
shown). Average pretrcatmcnt values of systohc blood pres
sure were 183±9 mm Hg (n6) in the subset of rats
randomly sclcctcd for hetuodynamic monitoring by tau cuff
plethysrnography. Systolic blood pressure showed a graduaI
decrease that reachcd statistical significance after 7 days of
5 6 7 losartan treatmcnt (Figure I).
As shown in figure 2. eatment with losartan iiiduced abrupt
changes in aoilic cellularity and mass. Whercas die aona showed
no change in SMC inimber or CSA at 4.5 days of treatrnent, the
vessel showed a marked reduction in SMC number (46%) and
CSA (8.5%) afler an additionat 24 bouts of treatment (at 5.5
days), as measured between the third and fourth intercostal
arteries. Medial CSA was 0.472±0.006 mm2 at day O and
0,464±0.004 mm2 at day 4.5 (NS versus day O), whereas it was
0.432±0.007 mm2 at day 5.5 (P=0.0007 versus day O: n=6 per
group). No further significant modification of vascular cellular
ity or mass xvas observed throughout the test of the 9.5-day
trearment. iotal DNA extracteci from the distal segment of the
thoracic aoita showed a decrease that reaehed significance at day
6.5 (1.09±0.05 tg/mm) as compared with day 0 (1.464±0.06
ug/rnm) with no further reduction up to 9.5 days of treatment
(Figure 2C). Overail, the decrease in aortic DNA correlated
signilicantly with the deplenon ot’ SMCs (P=0.00l: R0.76).
by 1.5% agarose gel electrophoresis. Radioactivity associated with
smaH DNA fragments (from 150 to 1500 bps) vas evaluated with a
Phospholmager (Molecular Dynamics). An atiquot of the pulverïzed
aortic media (10 mg) from the distal segment ofthe vessel (between
the fourth intercostal arteries and diaphragm) vas lysed and DEy
Dase (caspase-3—tike) activity was measured using the fluorogenic
substrate Ac-DEVD-AMC (40 t.cmol ‘ L ‘) (BioMol Research Labs
mc) in the presence or absence of the caspase-3 inhibitor DEVD
CHU (I iimol ‘ L ), as we prcviously descdbed tbr cultured
SMCs.’ I Fluorescence was calibrateci with AMC (lU to 100 nmol
L ). Caspase-3-’Iike activity was defined as the DEVD-CHO
sensitive activity.
Fig,ure 2. Kinetics of aortic hypertrophy
regression in response to losartan. A, Aortic
smooth muscle cell number per unit length.
B, Medial mass indicative of aortic hypertro
phy evaluated by quantitative image analysis
of the medial cross-sectional area (CSA). C,
Total aortic media content evaluated by
DNA extraction and quantification according
to normalized aortic mass per length and
body mass. D, TUNEL-positive smooth
muscle cet number per vascular cross sec
tion. Every TUNEL-positive SMC nuclei was
counted to express the absolute number 0f
TUNEL-positive nuclei per cross section
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The time course of aortic SMC depietion suggested transient
SMC apoptosis induction, as wc pnDviously rcpoi1cd)» Consis
tent with this, the nurnbcr ofTUNEL-positive nuclei in the aortic
media vas markediy eievated (19-fold) at 4.5 days (figures 2D
and 3D). At that timc, therc was not a detectable change in
vascular mass or SMC number. The increase in TUNEL-positive
SMC nucici at 4.5 days prcceded thc reduction of aonic
cellularity and hypertrophv by at least 24 heurs, and it decreased
graduaily over the rest of thc treatmcnt period (Figures 2D and
3F). Western blot analysis and quantification cf caspase-3
cleavage fragments (17 to 20 kDa) in aortic protein extracts
suggcsted a transicnt increase (5.6-fold at day 4.5) in active
caspase-3 as compared with control group (figure 4A). There
was no alteration in pmcaspase-3 (32 kDa) expression levek
(Figure 4A). Likewise. quantification of caspase-9 cleavage
fragments (3$ kDa) suggested a transicnt increase t3.$-fhld at
day 5.5) in active caspase-9 as compared with control group
(figure 4B). The simitarities between the kinetics of activation
for caspase-3 and -9 and the induction ofSMC death in response
to losartan suggested a possible vole for caspases in this moUd.
further cvidence for the transicnt induction of SMC apoptosis
was providcd by the increased leveis ofproapoptonc protein Bax
(>2-fold) at days 4.5 and 5.5 (sigrtificant at 5.5 days only:
P=0.007; Figure 4C) but net thcreaEer. and hy the decreased
levels of antiapoptotic protein Bd-2 (50%) at 4.5 days but flot
thereafter (Figure 4D) As a resuit. the Bax to Bd-2 ratio was
significantly increased (>4-foid) at day 4.5.
In surnmary, antihypertensive treatment with losartan in
SHR elicited an abrupt profile of vascular mass regression
that was associated temporally with caspase activation and
SMC’ deletion.
Caspase inhibitor Study
Te talidatc the implication cf caspase—clepcnderit ccli death in
the early phase of vascular hypertrophy regression in this
model, the caspase inhibitor z-VAD-fink was adrninistered te
SHR during the iast 24 heurs of a 6-day losartan-treatment.
This schedule of z-VAD-fmk administration was selected
based on data ubtained using tissue extracts from the distal
segment of the thoracic aorta in the tirne course study, which
suggested recruitmcnt cf severai apoptosis pathwavs (activa-
Figure 4. Changes in apoptosis regela-
tory protein expression induced by losar
tan. Tissue lysates were immunoblotted
and probed with (A) anti-caspase-3 anti
body, (B) anti-caspase-9 antibody, (C)
anti-Bax antibody, or (D) anti-Bd-2 anti
body. Inset, Representative bands corre
sponding to the molecular mass 0f
procaspase-3 (32 kDa) and active
caspase-3 (17 to 20 kDa), caspase-9 (38
kDa), Bax (23 kDa), and Bd-2 (26 kDa).
Graphs represent (A) caspase-3 activa
tion, (B) caspase-9 activation, (C) Bax
expression, or (D) Bol-2 expression (plot
ted for each time-point). and data are
expressed as percentages considering
day-0 of treatment as a 100% value
fmean±SEM; n=5). P<001
Figure 3. Apoptotic SMC nuclei in the aortic media. SMC apo
ptosis was examined using the fluorescent TUNEL assay, using
a 2-step in situ fluorescent labeling protocol. Total SMC nuclei
labeled with propidium iodide at 400x at day O (A), day 4.5 (C),
and day 7.5 (E) 0f losartan treatment. These same sections
examined under a filter for blue excitation/green ernission at day
O (B), day 4.5 (D), and day 7.5 (F) allowed the visualization of
TUNEL-positive SMC nuclei indicative of SMC apoptosis as
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Figure 5. Teiemetry monitoring 0f arteriai blood pressure and
heart rate during the 24 hours period covering z-VAD-fmk or
DMSO administration. A, Systolic arteriai pressure. B, Diastolic
arteriai pressure. C, Heart rate. Three intravenous injections
e’iery 8 hours findicated by the arrows on the graphs) 0f either
z-VAD-fmk or its vehicle DM50 were administered starting at
8:00 a on day 5 of treatment. Animais were euthanized 24
heurs after the first intravenous injection on day 6. Each time
point on the graph represents an average of 1 -hour readings.
Standard error of the mean (not shown) in the controi group
represented 1.2% to 6.1% of the systoiic arteriai pressure,
0.8% to 7.9% of the diastolic arterial pressure, and 0.2% to
9.8% of the heart rate. These values did not differ between the
controi and the treated groups.
obtained using a fluorogenic caspase substrate provided
additional cvidcnce cf incrcascd caspase-3 activity (>3-





Figure 6. Z-VAD-fmk attenuates iosartan-induced intemucleoso
mai DNA fragmentation. A, DNA Iadders obtained with DNA
extracted from the aorta 0f SHR treated for 6 days with placebo
fControi), Losartan, or Losartan+z-VAD-fmk during the iast 24
hours. After terminai deoxynucleotidyi transferase-mediated
dUTP-[P39 nick end iabehng, increasing amounts 0f DNA (0.05
to 0.4 ig) wete fractionated by 1.5% agarose gel etectrophore
sis. B, DNA fragmentation index was obtained after quantifica
tion of DNA iadders (mean±SEM).
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tion ofcaspase-3 and -9, increased Bax levels, and a decrease
in DNA content) around day 5.5 of Ïosattan treatment
(Figures 2D and 4A through 4C). Subsets cf age-rnatched
SHR (n=3 per experirnentai group) were used for hemody
namic monitoring by telemetry during the 24-heur perind
covering the three intravenous injections of z-VAD-frnk or
DMSO vehicle. As shown in Ftgure 5, systotic Nood pre
sure, diastolic blood pressure, and heart rate showed no
signifïcant alteration during this pcriod.
As compared with vehicle, Iosartan increased intenhti
cleosomai DNA fragmentation 2-fold (PO.026), an effcct
that vas attenuated by z-VAD-fmk (Figure 6). The resuits
confirmed the effectiveness of z-VAD-fnik as a caspase
inhibitor in our in vivo model (figure 7A). Consistent with
the time course data described above, treatrnent with
losartan for 6 days caused a significant reduction in aortic
SMC number (47%), mcdial CSA (11%), and media DNA
content (20%) (figure 7). Ail these effects oflosartan were
suppressed by z-VAD-fmk (Figure 7). As a further confir
mation that z-VAD-fmk suppressed vascular mass regres
sion. the aorta to body weight ratio showed a significant
16% redtiution with losartan (4.1±0.2 mg1mm per gX 10 :
P=0.007) as compated with controt values (4.9±0.2
mg/mm per gX 10 ), a change that vas prevented by
z-VAD-fmk (5.0±0.1 mg/mm per gXlO P0.0001).
The incorporation of [3H]-thymidine into aortic DNA was
net signiflcantly affccted with iosartan (93±9 CPM/10 j.tg:
NS) or hy z-VAD-fmk (85±9 CPM/lO g; NS), as
compared with control values (106±19 CPM/l0 p.g).
In suirnnary, u caspase mhibitor prcventcd the carly regres
sien of vascutar hypertrophy and hyperpiasia indueed by
Iosartan without affecting hemodynamic parameters.
Discussion
117e prescrit study tested the hypothesis that caspase
dependent ce!! death ptays an obligatoiy rote in the eariy
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+ z-VAD-fink
Figure 7. Z-VAD-fmk inhibits losartan
nduced regression 0f aortic hyperplasa
and hypertrophy. A, Caspase-3—like
DEVDase activity. B, Aortic smooth mus
cle ceil number per unit length of aortic
media. C, Total aortic media content
evaluated by DNA extraction and quanti
fication according te normalized aortic
mass per length and body mass. D,
Medial mass evaluated by the cross
sectional area (meanSEM; Control,
n=15; Losartan, n=12; Los*z-VAD-fmk,
n=1J). *P<0.025 vs control group;
tP<0.025 vs losartan group.
phase cf vascular rernodeling induced by losartan in SHR.
The eariy tirne courses of vascular apoptosis induction and
regression cf medial hypertrophy were examined in the aorta
of SHR trcated with the AT receptor blocker. We found that
iosartan induced a synchronous wave cf SMC apoptosis. as
cvidcnced by a transient increase in Bax to Bel-2 ratio,
caspase-3 and -9 activation profiles, accumulation of
TUNEL-positive nuclei, as weil as a decrease in SMC
number and vascular DNA content bctwccn days 4.5 and 6.5
cf trcatrnent. Histologicai analysis showed a close temporal
association between SMC number decrease and vascular
mass reduction, suggesting that transieni SMC apoptosis
induction inay contribute tu the early phase cf vaseuhir
hypertrophy regression in this moUd. To test this hypothesis,
we gave the pan-caspase inhibitor z-VAD-fmk between days
5 and 6 of losartan trcatment, ie. within the period cf
recruitment of several apoptosis pathways (caspase-3 and -9
and Bax) and decrease in vascular DNA and SMC number.
We found that treatment with z—VAD—fik within this criticai
period prevented the effects cf losartan on aortic remodeling.
including increascd caspase-3—like enzymatie activity. inter
nucleosomal DNA fragmentation, SMC depletion. vascular
DNA reduction, and acilic mass rcduction. Tahen tonetbcr,
these resuits suggcst that caspase-dependcnt ccli dcath piays
an obligatory role in the eariy phase cf vascular mass
rcgression induccd by losatian in this model of hypertension.
SMCs have bcen shown to act as amateur phagocytes in the
presence of apoptotic bodies in vitro. In rabbit carotid
arteries undergoing remodeling in response to rcdtiction in
flow, Cho et al3 rcportcd that removal cf apoptotic SMCs
occuned with a half-hfe cf 1 to 2 hours in vivo. However, the
estimated frequency of apoptotic SMC in the rabbit arteries
(0.13%) was lower than in the prescnt study (approximately
30%). We noted that the magnitude cf SMC depietion,
assessed histoiogicatly. was slightiv larger than the signifi
cant reduction of total vascular DNA, possibly rcflecting
incomplete removai of’ remnant apoptotic bodies in the
arteriai waIi. Consistent with this, wc rcportcd thal after 4
weeks cf losartan treatnwnt in SHR, the decrease in aoitic
DNA content is comparable (or slightly greater) that the
decrease in SMC number.H It may be relevant that SMC
nuclear profiles and total DNA content were qtiantified in
diffcrent aoiiic segments (proxirnat and distal to the heart.
respectiveiy) In the early phase of vascular regression, the
incidence cf SMC apoptcsis may be lower or slower to
develop at the more distal levels cf the thoracic aorta. The
formation cf polyptoid SMC by nucicar fusion may also
reduce the number cf SMC nuctear profiles. Although it
cannot be forrnally excluded, we consider this possibility
unlikely because ofthe low incidence (i%) cf muitinucle
ated SMC in 3-mcnth-old SKR auna.’4 Mcrccvcr, the en
haneed accumulation cf polyploid SMC in the untreated SHR
aol-ta’4 is reversed’5’’ rather than increased hy AT receptor
antagonists.
In other acute in vivo models of apoptosis induction such
as in rat ischemic eurdiomyocytes, Fa—stimulatcd mouse
hepatocytes, and ischcrnic mouse neurons, z-VAD-fmk effec
tively inhibits apoptosis with preservation cf ftinctionality in
the latcr two models.3’ The plasma z-VAD-fmk concentra
tion likeiy reached in the present swdy (25 imcl/L range) is
in the lower range cf thc concentrations used iii vitro 10
inhibit caspases.2 Moreover, inhibition cf ischernic cardio
myocyte apoptosis in vivo is dose-dependent in the range cf
the z-VAD-fmk dose tised in the present study.’7
Previcus studies suggested that transient induction cf SMC
apoptcsis vas a common feature cf nonne hypertrophy
regression in SHR treated with different classes of antihyper
tensive drugs. ineluding AI, antagonists. angiotensin con
verting enzyme inhibitors, and dihydropyridine calcium chan
nel blockers.’’ These drugs also induce a transient increase in
cardiac apoptosis during regressicn cf cardiac hvpertrcphy.’ H
a respcnse that resuits in setective reversai cf fibroblast
hyperplasia in the SHR heart.” Evidence stiggest that apo
ptosis s also increased by iosartan treatment in smali mes
enteric arterics cf SHR, although with a delayed kinetic cf
induction.2 Nifedipine treatuent meneuses SMC apoptosis
C. Aortk DNA coolentA Capane3.Ilke actlvtIy
“ Coiibl Cffltm,
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and reduces SMC number in the carotid artcry neointirna of
SHR and of Wistar-Kyoto rats but flot in the underlying
media.2’ Thc possible toit of blood pressure reduction tu
SMC apoptosis induction during aortic mass regression is
worth considering. Arterial unloading and reduction in hlood
flow can induce SMC apoptosis.’32223 In vitro studies have
cstabiished. however, [bat angiotensin 11 tan modulate SMC
apoptosis ncgatively (via AI, receptors22) or positivcl (via
AT2 or AT, receptors27) in the absence of hemodynamic
influences. 1n SHR trcatcd with the AT antagonist valsartan,
coadministration of the AT2 antagonist PD 1233 19 prevents
both SMC apoptosis and vascular mass regression, although it
dots not atict blond ptessuic rcduction’ Moreover, treat
ment with the angiotensin converting enzyme inhibitor ena
lapril for mie week markcdly reduces blond pressure without
affecting SMC apoptosis at that time in the SHR aofla.”
Likewise. marked reduction of high blood pressure with
hydralaLine is not assoeiatcd with vascular apoptosis or
remodeting within 4 weeks in SHR.8 In the present study, the
decline in high blood pressure over the first week of tosartan
treatment contrasted with the suddcn onset and subsequent
stabilization of SMC deletion anti regrcssion of vascular
tnass. Coilectivcly, thcse data suggest that the regulation of
SMC apoptosis and carly vascular mass regression in this
moUd show a strong pressure-independent component. ai
though a role for hemodynamic factors cannot be formally
excluded. It is however important to note that z-VAD-fmk
supptessed apoptosis without affecting kty hemodynamic
pararneters in SHR.
The time-dependent changes in apoptosis-retated proteins
suggest that caspase-3 activation anti bel-2 downrcgulatiou
acted upstream of Bax anti caspase-9. Afier a death signal,
Bax can associatc with the nutochondria to induice die release
ofcytochrome e anti formation ofthe apoptosome complex in
association with caspase-9 activation.2’29 The signaling path
ways responsible for ccli death in the present model remain
incomptetcly defined, but evidence suggest a role for AT
receptors for angiotensin 11.’ In reeent years. it lias become
apparent that angiotensin Il modulates apoptosis in a ccli
type— anti receptor subtype—dependcnt manner. Acting via
AT, rcccptors, angiotensin II cnn suppress apoptosis in SMCs
but stimulate apoptosis in endothelial celis anti cardiornyo
cytes.273’ AT2 receptors can howcver induce apoptosis in
SMCs, endothelial ceils, cardiomyocytes, anti cardiac fibro
blasts.273’ AT2 receptor-dependent apoptosis is associateti
with Bel-2 dotvnregulation and executioner caspase-3 activa
tiOfl.27.3233 Other key intraccliular pathways implicateti in
mcdiating AT2-dependent apoptosis inelude de novo cet-
amide generation and protcin phosphatasc activation.2733 In
vivo, the roic of AL receptors is more controversiai.34-37
With its rapid kinetics, the present in vivo mode! provides a
framework for studying the molecular regulation of AL
receptor- and easpasc-depcndent SMC dcath during onset
vascular remodeling with AT, receptor antagonists in hyper
tension. To our knowledge. this moUd currently exhibits one
of the largest synchronized induction of ccli death by apo
ptosis in vivo. Massive cdl death by apoptosis in vivo lias
bccn described iti pathological conditions such as postangto
plasty vascular rcmodeling33’ and Fas-induced liver degen
eration in mice.6 Considcring the currcnt focus on inhibitors
of apoptosis as potential therapeutic agents, it is noteworthy
that apoptosis may be ‘ icwed as therapeutieally benelicial in
the prescrit model.
Some limitations ofthe present study should be addrcsscd.
first. the relative role of caspase subtypes remains to he
determined because z-VAD-fmk is flot specific for caspase
subtypes. Second. long-terni effects of caspase inhibition oit
SMC survival arc unknown. Although apoptosis inhibition
with z-\AD-fmk maifitains functionality in ischemic hepato
cytes, neurons. and cardiomyocytes in vivo, other in vitro
studies have shown that apoptosis inhibition may eventually
lead [o noncaspase-dependent ccli dcalh. ° Third, nonspceilie
cffects of z-VAD-fmk, for instance on lysosomal cysteine
proteases of the eathepsin familv. cannot be ruled ont.4’ The
role of cathepsins in apoptosis is unclear. with studies in
nonvascular celts showing stimulation, suppression, or no
cffect.334 Cathepsin-iutiueed apuptosis may invoke a lim
ited caspase-processing activity.45 Overall, available evidence
stiggests that caspases act downstream ofcathepsin-mediated
apoptosis.4547 Wliatever the relationship between caspases
anti cathepsins, the present conclusion that SMC apoptosis
inhibition prevents ear!y ascular mass regression with an
AT, antagonist is supported by our previous study in SHR
cotreatcti with an AL receptor antagonistY
In summary, the eariy phase of aortic mass regression in
losartan-treated SHR occuireti as an acute anti rapiti event
synehronized with a transient increase in Bax to Bel-2 ratio.
caspase-3 activation, and SMC apoptosis. Caspase inhibition
with 7-VA D-fmk preventcct iosartan-induced apoptosis and
regression ofaortic hypcrtrophy. Together these results dciii
onstrate that caspase-tiepentient SMC death mediates the
early phase of vascular remodeling in rcsponse to AI1
receptor blockatie in this rat mode! of esscntial hypertension.
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